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Resumen

Las técnicas electroquimicas permiten obtener informacion termodindmica, cinética y
analitica de un sistema. Estas técnicas presentan una respuesta rapida, ademas de una alta
selectividad y sensibilidad. Es por ello que en este trabajo de tesis se propone estudiar las
propiedades fisicoquimicas de diferentes solutos de comportamiento electroquimico
conocido en distintos sistemas organizados (micelas inversas y vesiculas), con el fin de
profundizar el estudio de sus interacciones. Inicialmente, se estudio el comportamiento
electroquimico de hidroquinona (H2Q) en micelas inversas (MIs) de 1,4-bis (2-etilhexil)
sulfosuccinato de sodio (AOT). Considerando el uso de estos sistemas como nanoreactores,
las propiedades del agua confinada en estos agregados son de gran interés y han sido
ampliamente estudiadas, generando un debate acerca de la estructura del agua presente en el
interior de las Mls. La molécula H>Q, cuyo mecanismo redox es dependiente del pH del
medio, permitio estudiar si el microentorno cuando H>Q esta encapsulada en la Mls es
similar o no al pH de preparacién de las soluciones, permitiendo monitorear esta propiedad
en el agua confinada en el interior de la MIs. Los estudios realizados en MlIs de AOT
mostraron: Primero, que la variacién de las concentraciones de AOT no afecta la descarga
electroquimica de H2Q y la misma no presenta un proceso de reparto. Segundo, H>Q en
presencia de MIs no presenta procesos de asociacion que afecte su comportamiento
electroquimico al estar confinada. Tercero, el aumento del Wo provoco una variacion del
potencial de media onda. Esto posiblemente se deba a que H>Q dentro de MIs se encuentra
monitoreando los cambios asociados al confinamiento del agua. Se obtuvieron los
parametros caracteristicos de la transferencia de carga para H2Q en agua pura y en Mls de
AOT. Basado en los resultados obtenidos, se podria concluir que H2Q se encuentra cerca de
la interfaz interaccionando a través de puente hidrégeno con la cabeza polar del surfactante.

Por otro lado, se estudio el comportamiento del 1-naftol (Nf) a diferentes valores de pH
mediante espectroscopia de absorcion, voltametria ciclica y voltametria de onda cuadrada
(VOC). Se calcul6 la constante de particion (K) del Nf a pH=6.40 y pH=10.75 en vesiculas
unilamelares (VGU) de BHD-AOT. El coeficiente de difusidn de las VGU de BHD-AOT se
determin6 haciendo uso de VOC y dispersiéon dindmica de luz, obteniéndose una buena
concordancia entre ambas técnicas. También se estudié el comportamiento del Nf en VGU
de BHD-AOT por espectroscopia de emision. Los resultados muestran que la bicapa de las
VGU de BHD-AOT estabilizan la especie neutra en el estado excitado ain en medio basico.
Estos resultados muestran que cuando el AOT forma parte de una bicapa, la cabeza polar
interactta fuertemente a través de puente de hidrégeno con el Nf, lo cual permitié hallar la
constante de equilibrio en el estado excitado en VGU de BHD-AOT. Estos resultados
podrian tener un gran impacto en las reacciones quimicas que se producen dentro de las VGU
de BHD-AOQOT. Con los resultados obtenidos previamente para el Nf a pH 10.75, se
determind por primera vez el coeficiente de permeabilidad del sustrato 1-naftilfosfato (1-
NP) en VGU de BHD-AOT por medio de una reaccion enzimatica que ocurre en el interior
de las mismas entre el sustrato 1-NP y la fosfatasa alcalina (AP). Se realizé el estudio de la
cinética enzimética en VGU de BHD-AOT mediante VOC.

A través de un modelo matematico, se determind el coeficiente de permeabilidad del
sustrato siguiendo la aparicion del producto de la reaccion enzimatica en el tiempo y el
tiempo que tarda el sustrato en atravesar la bicapa de las vesiculas. Para finalizar se
determind el valor de la permeabilidad por espectroscopia de absorcion a través del mismo
modelo matematico, encontrandose una buena concordancia entre ambas técnicas;
demostrando, asi, que las técnicas electroquimicas son una herramienta poderosa para la
caracterizacion de sistemas organizados.
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Abstract

Electrochemical techniques allow obtaining thermodynamic, kinetic and analytical
information of a system. These techniques present a rapid response, in addition to high
selectivity and sensitivity. That is why in this thesis we propose to study the physicochemical
properties of different solutes of known electrochemical behavior in different organized
systems (reverse micelles and vesicles), in order to deepen the study of their interactions.
Initially, the electrochemical behavior of hydroquinone (H2Q) in reverse micelles (Mls) of
sodium 1,4-bis (2-ethylhexyl) sulfosuccinate (AOT) was studied. Considering the use of
these systems as nanoreactors, the properties of the water confined in these aggregates are
of great interest and have been widely studied, generating a debate about the structure of the
water present in the interior of the Mls. The molecule H2Q, whose redox mechanism is
dependent on the pH of the medium, allowed us to study whether the microenvironment
when H2Q is encapsulated in the MIs is similar or not to the pH of preparation of the
solutions, allowing to monitor this property in the water confined inside the Mls. The studies
conducted in Mls of AOT showed: first, that the variation of the concentrations of AOT does
not affect the electrochemical oxidation process of H2Q and it does not present a distribution
process; second, H2Q in the presence of MIs does not present association processes that
affect its electrochemical behavior when confined; and, third, the increase in Wy caused a
variation of the half-wave potential. This is possibly due to the fact that H.Q within Mls is
monitoring the changes associated with the confinement of the water. The characteristic
parameters of the charge transfer for H>Q in pure water and in MIs of AOT were obtained.
Based on the results obtained, it could be concluded that H2Q is near the interface interacting,
through a hydrogen bond, with the polar head of the surfactant.

On the other hand, the behavior of 1-naphthol (Nf) at different pH values was studied
by absorption spectroscopy, cyclic voltammetry, and square wave voltammetry (SWV). The
partition coefficient (K,) of Nf was calculated at pH = 6.40 and pH = 10.75 in unilamellar
vesicles (LUV) of BHD-AOT. The diffusion coefficient of the LUV of BHD-AOT was
determined using SWV and Dynamic Light Scattering, obtaining a good agreement between
both techniques. The behavior of Nf in LUV of BHD-AOT was also studied by emission
spectroscopy. The results show that the bilayer of the LUV of BHD-AQOT stabilizes the
neutral species in the excited state even in basic media. These results show that when the
AOT is part of a bilayer, the polar head interacts strongly through a hydrogen bond with the
Nf, which allowed finding the equilibrium constant in the excited state for LUV of BHD-
AOT. These results could have a great impact on the chemical reactions that occur within
the LUV of BHD-AOT. With the results obtained previously for the Nf at pH 10.75, the
coefficient of permeability of the substrate 1-naphthylphosphate (1-NP) in LUV of BHD-
AOT was determined, for the first time, by means of an enzymatic reaction that occurs inside
the vesicles, between substrate 1-NP and alkaline phosphatase (AP).

The study of the enzymatic kinetics in LUV of BHD-AOT was carried out by SWV.
Through a mathematical model, the coefficient of permeability of the substrate was
determined following the appearance in time of the product of the enzymatic reaction, and
the time it takes the substrate to cross the bilayer of the vesicles.
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Aemi: Longitud de onda de emision
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VGU: Vesicula grandes unilamelares
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Objetivos 1

OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar las propiedades fisicoquimicas de diferentes solutos de comportamiento
electroquimico conocido en distintos sistemas organizados, profundizando el estudio de sus
interacciones, mediante el empleo de técnicas electroquimicas. De esta manera, se pretende
caracterizar nuevos medios organizados explorando, al mismo tiempo, diferentes
propiedades interfaciales. Asi, serd posible entender las mdltiples funciones que las
diferentes interfaces presentan para poder asi, en un futuro, utilizar los nuevos sistemas
organizados como medios de reaccion y catéalisis favorables al ambiente. Estudiando también
su posible uso en enzimologia micelar, en transporte de medicamentos y moléculas con

actividad bioldgica.

Objetivos especificos

Micelas Inversas de AOT

v" Estudiar el comportamiento electroquimico de hidroguinona (H2Q) en soluciones
reguladoras de diferentes valores de pH, mediante la técnica de voltametria lineal (VL).

v" Estudiar el comportamiento electroquimico de H>Q en micelas inversas (Mls) de AOT/

n-heptano a través de VL

v' Caracterizar la transferencia de carga de H2Q en solucion acuosa y en Mls de AOT/ n-
heptano

Vesiculas grandes unilamelares de BHD-AOT

v" Estudiar el comportamiento del 1-naftol (Nf) en soluciones acuosas a diferentes valores

de pH mediante espectroscopia de absorcion y emision.
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Objetivos 2

v' Estudiar el comportamiento electroquimico del Nf en soluciones acuosas a diferentes

valores de pH a través de voltametria ciclica (VC) y voltametria de onda cuadrada (VOC).

v" Estudiar el comportamiento del 1-naftol (Nf) y 1-naftolato (Nf ™) en vesiculas grandes
unilamelares (VGU) de 1,4-bis-(2-etil-hexil) sulfosuccinato de bencil-hexadecil-

dimetilamonio (BHD-AQOT) mediante espectroscopia de absorcidn y emision.

v Estudiar el comportamiento electroquimico del Nf y Nf~ en VGU de BHD-AOT por
VOC.

v" Proponer un modelo matematico para calcular la constante de equilibrio del Nf en el
estado excitado en VGU de BHD-AOT.

v" Determinar el coeficiente de permeabilidad del 1-naftilfosfato de sodio (1-NP) en VGU
de BHD-AOT, a partir de la reaccion enzimatica de este sustrato con la enzima fosfatasa

alcalina (AP), mediante la técnica de VOC y por espectroscopia de absorcion.
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CAPITULOI:

I. Introduccién

En este primer capitulo se desarrollan algunos conceptos y fundamentos concernientes a
los estudios realizados en este trabajo de tesis. A continuacion, se describen los aspectos méas
importantes de los sistemas organizados, en particular micelas inversas de AOT y vesiculas
catanionicas de BHD-AOT.

I.1. Sistemas organizados: Generalidades

Los sistemas organizados son autoensamblados de moléculas anfifilicas que exhiben
determinadas propiedades caracteristicas. Estos sistemas constituyen un grupo de agregados,
dentro de los que se encuentran micelas directas, micelas inversas y vesiculas, que presentan
una amplia aplicabilidad en diversos campos. Por ejemplo, es conocido el uso de estos
sistemas en la industria de colorantes, detergentes, cosméticos y medicamentos.>? Si bien
estos sistemas parecen diferir notablemente unos de otros, presentan en comun lo referente
a la orientacion, agregacion y formacion de estructuras entre las moléculas que los forman.®
Generalmente estos sistemas se forman por la asociacion de moléculas en un medio fluido,
que en la mayoria de los casos es agua.*® Las soluciones que contienen sistemas organizados
se conocen como “microheterogéneas” ya que a simple vista presentan una sola fase, pero a
escalas microscopicas poseen dos o mas, las cuales se conocen como “pseudofases” y por lo
tanto algunas de sus propiedades no son uniformes en el seno de la solucion. Estas soluciones
microheterogéneas son dpticamente transparentes (en el caso de micelas), isotrépicas y
termodinamicamente estables.® A diferencia de las micelas directas e inversas, las vesiculas
son soluciones microheterogéneas opalescentes, esta caracteristica dificulta su estudio por
técnicas espectroscopicas. Dadas las caracteristicas que presentan estos sistemas, son
ampliamente utilizados en catalisis quimica, hidrolisis enzimatica, electrosintesis organica,
sintesis de nanoparticulas y como vehiculos en el transporte de farmacos.’-8 En campos como
la nanomedicina, las vesiculas son utilizadas para estudiar y comprender fenomenos de
estructuras altamente complejas como lo son las membranas bioldgicas, ya que las mismas

presentan similitudes estructurales.
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Estos sistemas supramoleculares estan compuestos por moléculas de caracter anfifilico
Ilamados surfactantes, del inglés surfactant (surface active agent), donde estas moléculas o
iones, se mantienen unidos por interacciones no covalentes, tales como las electrostaticas,
puentes de hidrogeno (puente de H), fuerzas de dispersion y efectos solvofébicos.® Estas
interacciones son las responsables y ejercen el control en los diversos procesos, fisicos o
quimicos, que tienen lugar en estos sistemas.® A continuacion se muestra (Tabla 1) un
resumen de las energias medias en orden decreciente en magnitud para las distintas

interacciones intermoleculares que pueden presentarse en los sistemas organizados.

Tabla 1. Energias medias de diferentes interacciones intermoleculares.

Interaccion Energia (kJ/mol)
lon-lon 250
lon-Dipolo 125
Puente de Hidrogeno 60
Cation-e & 40
Dipolo-Dipolo 30
eM-ET 25
Van der Waals <5 depende del area superficial
Hidrofdbica Depende de la interaccion solvente-solvente

*Adaptado de referencia. °

Continuamente se estdn desarrollando nuevos sistemas para distintas aplicaciones
especificas, como por ejemplo nanotecnologia, o para satisfacer la demanda de sistemas
organizados no agresivos para el ambiente que sean biodegradables y no irritantes.'® Por esta
razon comprender las interacciones es importante, ya que teniendo el conocimiento y el
control de posibles atracciones y/o repulsiones entre solutos en diferentes medios, se puede
lograr el disefio de futuros sistemas con fines especificos.

1.2. Surfactantes: Generalidades

Los surfactantes son moléculas que poseen caracteristicas y propiedades anfifilicas, las
mismas presentan dos grupos que difieren marcadamente en cuanto a su capacidad en
solubilizarse en diferentes solventes. La Figura 1, muestra a manera de ejemplo la estructura
del surfactante dodecilsulfato de sodio (SDS) con sus regiones demarcadas, una regién polar

y otra no polar. La region polar, esta constituida habitualmente por grupos con carga eléctrica
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neta, tales como carboxilatos o sulfonatos, etc, o puede presentar grupos de polioxido de
etileno, como en el caso de los surfactantes no iénicos. La regién no polar suele ser una
cadena hidrocarbonada simple o ramificada (8 a 18 atomos de carbono).® Estas regiones se
denominan cominmente como cabeza polar y cola respectivamente.® Si el solvente utilizado

es agua, entonces las regiones se denominan hidrofilicas e hidrofébicas, respectivamente.

1

o /
O/
\S /
— \OM/\/\/\/\
+
Na 0 [’
/
1
Region Polar Region No Polar

Figura 1. Estructura del dodecilsulfato de sodio (SDS) en la que se demarcan sus diferentes regiones.

Para satisfacer el balance de las interacciones polares y no polares, un surfactante debe
poseer un grupo no polar netamente mas grande que su contraparte ionica, ya que las
interacciones gque presenta un grupo polar idnico con su entorno son diez veces mas intensas
que las interacciones no polares de una molécula anfifilica.® De acuerdo a las caracteristicas
de las regiones polares y no polares, existen diferentes tipos de surfactantes. Los mismos se

clasifican segln el tipo de grupo polar en: 1112

Surfactantes anionicos: el grupo polar lleva una carga negativa, por ej. carboxilatos,
sulfonatos, etc., con contraiones Na*, K*, etc.

Surfactantes cationicos: el grupo hidrofilico tiene una carga positiva, como por ejemplo
sales de amonio 0 amonio cuaternario y contraiones CI-, Br’, etc.

Surfactantes zwiterionicos: ambas cargas positiva y negativa, estan presentes en el
grupo, como por ej. aminoacidos de cadena larga, sulfobetainas, etc.

Surfactantes no idnicos: contienen una cadena polar sin cargas netas y una cola no polar,

como por ejemplo mono glicéridos de un &cido graso, polioxietilalquifenoles, etc.

En la Tabla 2, se muestran algunos ejemplos de las estructuras mas caracteristicas de cada
grupo de surfactantes, de acuerdo a la clasificacion mencionada anteriormente, y sus

aplicaciones en la vida cotidiana segtn el tipo de surfactante.®
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Tabla 2. Clasificacion de surfactantes segln su estructura quimica.
TIPO DE

SURFACTANTE USOS ESTRUCTURA
PN
ANIONICOS Emulsificadores de cremas, Na*_O:\P<O
Presentan un anion ungtientos, detergentes de \/E/\/
anfifilo'y un cation lavaplatos, desengrasante
como contraion., NaDEHP (bis (2-etilhexil) fosfato
de sodio)

Br N
< /
CATIONICOS Acondicionadores de cabellos, ‘
Presentan un cation  gesinfectantes, antiestaticos,
anfifilo y un anion suavizantes de ropa. CTAB (Bromuro de cetiltrimetil
como contraion. amonio)
NO IONICOS o
Contiene una cadena Cosméticos, champu OW
polar sin cargas detergentes. Brij 30 (Polietilenglicol dodecil

netas y una cola no
y eter)

polar.

ZWITERIONICOS 0oc
Champu suave, productos de \

Presentan una carga P L
- bafio no irritantes. |
positiva y otra

. . DDAA(Dodecil dimetilamonio
negativa en la misma

. acetato(n-dodecilbetaina))
molécula.

En la actualidad, se desarrolla la busqueda de nuevos surfactantes que retnan
determinadas propiedades. Estas nuevas estructuras pueden exhibir interacciones sinergistas,
mejoras en los procesos de adsorcion, absorcion y biodegradabilidad. Algunos ejemplos
novedosos de moléculas anfifilicas son los surfactantes catanionicos (mezcla equimolar de
surfactantes cationico y anionico, sin contraion inorganico)®® y los surfactantes geminis (dos

colas y dos cabezas).'?
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Los surfactantes al exhibir distintas polaridades, pueden comportarse de manera Unica al
disolverse en distintos medios. Por ejemplo, cuando un surfactante a bajas concentraciones
es disuelto en agua como solvente, los mismos presentan la capacidad de adsorberse o
localizarse en la interfaz aire/agua. ®'* Este proceso es termodinamicamente favorable, ya
que las moléculas de surfactante presentan una energia libre menor en relacion a la fase neta.
Por lo tanto, la acumulacion de surfactante en la interfaz es un proceso espontéaneo, y resulta
en la disminucion significativa de la tension superficial.1 Los surfactantes se diferencian de
los tensoactivos en general, por la capacidad de formar monocapas orientadas en la interfaz,
aire/agua o aceite/agua. Ademas de generar autoensamblados como micelas y vesiculas en
la fase neta.’ Otras propiedades que presentan los surfactantes son emulsificacion,

dispersion, humectacion, formacion de espuma y detergencia.’®

La minimizacion de las interacciones desfavorables, o maximizacion de las favorables
entre el surfactante y el medio en donde se encuentra disperso, favorece tanto la aparicion
de estados interfaciales como la asociacion con otras moléculas de caracteristicas
similares.®*® Al disolver el surfactante en agua, su region no polar distorsiona la estructura
del solvente, por ruptura de puentes de H y por la estructuracién de moléculas de agua en
sus vecindades. Como resultado de esta perturbacion energética, las moléculas de surfactante
son expedidas hacia la interfaz. Los grupos no polares se orientan hacia el aire constituyendo
una monocapa, que minimiza el contacto con las moléculas del agua. Dicha orientacion
reduce las diferencias entre las fases en contacto (aire/agua), generando una disminucion de
la tension superficial.!* El proceso de adsorcion ocurre hasta cierta concentracion de
surfactante, luego la interfaz se satura y nuevos mecanismos toman protagonismo con el fin
de minimizar la energia del sistema.'* Asi, comienzan a efectuarse procesos de agregacion,
tales como la cristalizacion y precipitacion, o la formacion de diferentes estructuras
organizadas como micelas, bicapas o vesiculas, entre otras, representadas a continuacién
esquematicamente en la Figura 2. En el caso de las micelas formadas en agua, la fuerza que

controla su formacion es el efecto hidrofébico.
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Figura 2. Representacion de la estructura de diferentes sistemas organizados formados en agua o en
solventes polares: (A) vesiculas, (B) micelas y (C) bicapas.

1.2.1. Surfactante aniénico AOT: Antecedentes

El 1,4-bis (2-etilhexil) sulfosuccinato de sodio (AOT), es un surfactante anionico capaz
de formar MIs estables en un gran nimero de solventes.*26-Y" El mismo, cuya estructura
molecular se muestra en la Figura 3, presenta dos cadenas de hidrocarburo ramificadas en la
region no polar y un grupo sulfonato y su contraién Na*, en la region polar. Su estructura
molecular, le otorga, gran solubilidad a temperatura ambiente en una gran variedad de
solventes no polares.'®t” Ademas, debido a sus dos cadenas hidrocarbonadas ramificadas,
AOT posee una elevada relacion entre el volumen de la region no polar y el area superficial
de su cabeza polar, requisito caracteristico y fundamental para la formacion de micelas
inversas (Mls), sin necesitar el uso de cosurfactantes, hecho que lo hace mas atractivo

todavia para la formacion de micelas.
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Figura 3. Estructura del 1,4-bis (2-etilhexil) sulfosuccinato de sodio (AOT).

El AOT, es utilizado en un gran nimero de aplicaciones. Este surfactante no es toxico,
esto le permite ser utilizado en preparaciones bioldgicas y farmacoldgicas.'® Ademas, es

utilizado como aditivo alimentario, emulsionante, dispersante, humectante y laxante.®

1.2.2. Surfactantes catanionicos: Antecedentes

Los surfactantes catanionicos, son el resultado de la mezcla de un surfactante anionico y
un surfactante cationico.'®?%2! Los mismos se clasifican en dos categorias: La primera
denominada mezclas catanidnicas y la segunda categoria llamada los ‘“‘verdaderos”
surfactantes catanionicos. Las mezclas catanionicas son el resultado de la mezcla de un
surfactante cationico y uno anionico, conservando la sal inorganica formada por sus
contraiones.'®%23 Los “verdaderos” surfactantes cataniénicos, son sales complejas del tipo
Cm'Cn’, que resultan de la mezcla equimolar de un surfactante catiénico (Cn"X?) y un
surfactante aniénico (CnY™), eliminando la sal inorganica (X'Y*) proveniente de sus
contraiones.'® A continuacion en la Figura 4 se muestra la representacion esquematica de los

sistemas catanionicos.

Mezcla Cataniénica  Surfactante Cataniénico

Figura 4. Representacion esquematica de los sistemas catanidnicos.

La mayoria de los estudios realizados con surfactantes catanionicos han sido para aquellos

formados a partir de una neutralizacion acido — base en medio acuoso, donde el surfactante
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catiénico tienen como contraidn un grupo hidroxilo (OH") y el surfactante anionico tiene
como contraion un proton (H*).24?° Este trabajo de tesis se enfocara en el estudio de
surfactantes catanionicos formados a partir de la mezcla de surfactantes ionicos que tienen
como contraién un metal o un halégeno. En la actualidad existen diferentes métodos de
sintesis de surfactantes catanidnicos como: método de intercambio de iones, método de
neutralizacién, método de precipitacion y método de extraccion. En general los métodos de
formacion o sintesis de los surfactantes catanionicos tienen como fin, evitar y eliminar
alguna impureza proveniente del exceso de uno de los surfactantes idnicos predecesores o

de la sal inorganica formada por los contraiones originales.?®

En este trabajo, se realiz6 la sintesis del surfactante catanionico por el método de
extraccion, el cual consiste en disolver por separado el surfactante aniénico y el cationico en
un solvente organico donde ninguno de los surfactantes forme micelas. Luego de tener los
surfactantes solubilizados completamente se mezclan ambas soluciones, con el fin de
obtener la mezcla catanionica y la sal precipitada de sus contraiones. Finalmente para
eliminar dicha sal, se realizan extracciones utilizando un solvente adecuado, y terminada la
extraccion se evapora el solvente organico para obtener el surfactante catanionico puro.?®
Cabe aclarar que el uso de cada uno de los métodos de sintesis depende en gran medida de
las caracteristicas quimicas de cada uno de los surfactantes originales.?’?® En los ultimos
afios ha llamado mucho la atencién el uso de estos surfactantes, pues los sistemas
organizados formados por ellos, presentan caracteristicas Unicas y diferentes, a las que

presentan los surfactantes que los componen. 192428

Los surfactantes cataniénicos, han mostrado la capacidad de formar distintos sistemas
organizados como: micelas inversas®®=! micelas elipsoidales®?, agregados icosaédricos
huecos®?, vesiculas uni y multilamelares®*343 y recientemente vesiculas inversas.?* En
general se conoce muy poco de las propiedades fisicoquimicas de estos sistemas
organizados. En nuestro grupo de investigacion se sintetizé el surfactante catanionico 1,4-
bis-(2-etil-hexil) sulfosuccinato de bencil-hexadecil-dimetilamonio (BHD-AOT) (Figura 5),
el cual tiene la capacidad de formar vesiculas unilamelares de manera espontanea sin aplicar

tratamientos fisicos al sistema.3! Dado que es un sistema nuevo, el estudio de sus
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propiedades es importante, ya que permitira entender mejor este tipo de sistemas y ampliar
las posibilidades de su de aplicacion.

Hasta el momento se describieron las principales caracteristicas de los surfactantes AOT

y del BHD-AOT, empleados en la presente investigacion.

\N/C16H33

_ T] o
O3S\¢ /\R/\
0
O\/t/\/
0
Figura 5. Estructura del 1,4-bis-(2-etil-hexil) sulfosuccinato de bencil-hexadecil-dimetilamonio
(BHD-AQT).

1.2.3. Parédmetro de empaquetamiento

En el proceso de micelizacion, la geometria molecular obtiene un rol importante y permite
entender como se pueden empaquetar los surfactantes para dar origen a distintas estructuras
supramoleculares. Las ideas basicas de como la geometria molecular del surfactante influye
en la forma y tamafio de los agregados fueron planteadas por Israelachvili,*® Mitchell y
Ninham.®” Los autores definieron el parametro de empaquetamiento critico (Pc) o factor de

forma, de acuerdo a la siguiente relacién:

p =Y (1)

agl,

donde V es el volumen de la region hidrofobica del surfactante, ap es el area Optima
disponible de la cabeza polar y Ic es la longitud maxima de las colas hidrocarbonadas
extendidas de un surfactante.® En la Figura 6, se muestra la representacion esquematica de
los factores que definen el Pc. En esencia, Pc es una relacion geométrica entre el area de la
parte hidrofobica (V/I¢) y de la parte hidrofilica (ao) del surfactante. En el caso de las Mls,

cuanto mayor sea la parte hidrofébica, mas favorecida es su formacién. Caso contrario ocurre
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cuando el area hidrofilica es mas grande, donde resulta favorecida la formacién de micelas

directas en agua.

Figura 6. Representacion esquematica de los factores que definen el pardmetro de empaquetamiento
critico (Pc): volumen (V), longitud méxima de la cola hidrocarbonada (Ic) y area superficial 6ptima
de la cabeza polar del surfactante (ag). Adaptado de Ref.*®

Los valores de P. determinaran el tipo de estructura que se formara en un caso
determinado. En la Figura 7, se muestran los distintos sistemas supramoleculares que pueden
obtenerse de acuerdo al valor de P¢ y la fase dispersante utilizada. Si se utiliza agua como
fase dispersante y Pc<1/3, se obtienen micelas esféricas. Para valores entre 1/3<P.<1/2, se
obtienen micelas cilindricas. Si el valor de Pc=1, se forman fases lamelares (bicapas). Por el
contrario, para valores de Pc>1 y utilizando como fase dispersante solventes organicos no

polares, se obtienen Mls.

Geometria Estructura
Pc del surfactante Del Agregado (Solvente)

Pc < = Dew
k9 =
oot ' \W% " Miodas
: - 'ﬂ AR‘ (Agua)
\1/ Vesicula
%< Pe<1 i W @ e
Bicapas
Pc~1 i N J .

4” Micelas
Pc>1 i %“‘% O (O#Il["lcv:‘:spoll)

Figura 7. Representacion esquematica de la funcionalidad entre el pardmetro de empaquetamiento
critico (P¢) y la estructura supramolecular generada segun el solvente. Adaptado de Ref.®®
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Para la formacion de Mls, se ha demostrado®® que el tamarfio del agregado esta relacionado
con el P¢ y otras variables. Especificamente, se observd una relacion inversa entre dicho
parametro y el tamafio micelar.3%#° En este sentido, las distintas interacciones que modifican
los valores de V, ao Y I¢, tendrén influencia sobre Pc y, por lo tanto, sobre el tamafio micelar.
El rea optima ao, es gobernada por interacciones electrostaticas y de hidratacion de las
cabezas de los surfactantes. Si el numero de moléculas de agua que hidratan dichas cabezas
aumenta, el valor de ao también lo hace, disminuyendo P. y aumentando el tamafio
micelar.*1384285 por otro lado, el volumen (V) de la cadena hidrocarbonada puede verse
modificado, entre otras cosas, por la penetracion de las moléculas de la fase no-polar externa
en la interfaz micelar.’>* Cuando esta resulta favorecida, el parametro V aumenta,

incrementando P y disminuyendo el tamafio micelar.**

A continuacién, se describiran los aspectos generales de micelas inversas (Mls), uno de

los sistemas de estudio en este trabajo de tesis.

1.3. Micelas inversas (MIs): Generalidades

La asociacion de surfactantes en solventes organicos no polares es consecuencia
predominantemente de interacciones dipolo-dipolo y de par i6nico entre las moléculas
anfifilicas. Este proceso es totalmente diferente al que ocurre en la formacion de micelas
directas en agua, donde el fendmeno de micelizacion se da a traves de las repulsiones
electrostaticas junto con interacciones hidrofébicas. Esto hace que el proceso de agregacion
de los surfactantes en solventes organicos sea mas complejo que en agua, y dependa de
factores como el tipo de surfactante, la concentracién, su estructura molecular, el contraion,
la temperatura y las propiedades del solvente en el que se encuentre disperso.>-474849
Cuando un surfactante se agrega para formar Mls, su region polar o cabeza polar se ubica en
el interior de la estructura mientras que la region no polar o colas hidrocarbonadas se
extienden hacia el solvente organico no polar, como se muestra en la Figura 8.4 El tamafio
de las MlIs es nanométrico y depende de tres factores: el solvente polar encapsulado,*° el
solvente no polar de la fase externa y el surfactante utilizado.***" Segun lo descripto
anteriormente en una Mls se pueden diferenciar tres regiones con entornos particulares como

se muestra en la representacion esquematica de la Figura 8. Se puede apreciar una region
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polar interna, o también conocida como corazon polar, una interfaz micelar y una fase

organica no polar externa.l’>

Figura 8. Representacidn esquematica de una micela inversa. (a) corazén polar, (b) interfaz micelar,
(c) fase organica no polar externa.

A continuacion, se describiran las caracteristicas mas relevantes que presentan estas

tres regiones:

I. Corazdn polar: Esta region esta constituida por moléculas de solventes polares como
agua, etilenglicol (EG), propilenglicol (GY), formamida (FA), dimetilformamida
(DMF),'%>2 liquidos ionicos (LIs)*3, entre otros. Estos solventes encapsulados presentan
propiedades estructurales y dinamicas diferentes a las observadas en el solvente puro.16:54%
Esto es debido no solo al confinamiento ejercido por la estructura supramolecular, sino a la
modificacion de las distintas interacciones que puede sufrir el solvente encapsulado con su
microentorno producto de la presencia de la interfaz micelar. Un caso concreto se presenta
en las Mls acuosas. Se conoce que el agua encapsulada difiere del agua pura ya que, presenta
movilidad traslacional y rotacional restringida,®®>" mayor viscosidad,>® estructura de puente
de H “rota” y menor constante dieléctrica (De).>®% Ademas, se asume que las moléculas de
agua adoptan dos o mas estructuras distintas en el corazén polar, dependiendo del tamafio
micelar. EI modelo postulado mas simple contempla solo dos estructuras diferentes
denominadas “agua unida” y “agua libre”.%? El “agua unida” corresponde a las moléculas
del solvente unidas a las cabezas polares del surfactante, para la cual los efectos del
confinamiento son mas significativos. Por otro lado, la estructura del “agua libre”,
corresponde a las moléculas que se encuentran en la region central del corazon polar,
alejadas de la interfaz. En este caso, los efectos del confinamiento son menores y las

propiedades del agua son semejantes a las del agua pura.®?
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Il. Interfaz micelar: Esta region esta definida por la cabeza polar del surfactante con sus
contraiones y las cadenas hidrocarbonadas del surfactante. En esta region se pueden
encontrar tanto moléculas de soluto polar confinado, como moléculas de solvente no polar
externo. Se caracteriza por ser intrinsecamente no homogénea y sus propiedades le otorgan
caracteristicas Unicas a los sistemas micelares. Por ejemplo, la fluidez de la interfaz
determina la velocidad de intercambio de los solutos incorporados en el interior de Mls
durante las colisiones que sufren estos agregados, este proceso es fundamental si se piensa
utilizar dichos sistemas como nanoreactores quimicos.5*% Ademas, esta fluidez depende del
empaquetamiento y estructura del surfactante, como de los solventes polares y no polares

usados, los cuales juegan un rol importante en las interacciones entre diferentes agregados.

I1l. Fase organica no polar externa: Esta region esta constituida por solventes organicos no
polares. Los mismos pueden ser compuestos alifaticos (n-hexano, n-octano, n-decano, entre
otros), o aromaticos (benceno, tolueno, clorobenceno, entre otros).**® Dependiendo de su
naturaleza y del volumen molecular, el solvente externo en algunos casos juega un papel
importante en las propiedades del sistema. Un ejemplo concreto seria el benceno, el cual
presenta un volumen molar pequefio, que le permite penetrar en la interfaz micelar y tener
influencia directa con las propiedades del agregado.*+¢%7 En los Gltimos afios, dada la alta
toxicidad de estos compuestos, se han investigado sistemas organizados no agresivos para
el ambiente (biodegradables y no irritantes). Para ello, se usan los denominados solventes
organicos biocompatibles, como los de origen vegetal y especialmente ésteres derivados de
acidos grasos como lo son el oleato de etilo, linoleato de metilo, miristato de isopropilo y

laurato de metilo.>+68%°

Las Mls incorporan cantidades grandes de agua en muchos solventes no polares, como
los hidrocarburos,*® facilitando la solubilizacion de diferentes solutos polares. El contenido
acuoso en Mls se puede variar experimentalmente al cambiar la relacion molar de agua a

surfactante, el cual se define como Wo:

[H20]
[Surfactante]

W, = )

donde, [H20] y [Surfactante] son las concentraciones molares del agua y el surfactante

respectivamente. Cuando el solvente polar es distinto de agua, el parametro Wy se denomina
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Ws, y la relaciobn molar para ese solvente especifico se expresa como [Solvente
polar]/[Surfactante]. ElI tamafio de las MIs le otorga a estos agregados diferentes
propiedades, a su vez éste controla factores como la concentracion de los reactivos y la
ubicacion de solutos dentro de las Mls, otorgandoles asi propiedades de gran interés en

diferentes campos de la ciencia.3747:55:57.63.64

Las MlIs han sido caracterizadas por diferentes técnicas. Para la caracterizacion de su
tamario y morfologia se han utilizado dispersion de luz estatica (SLS) y dinamica (DLS),""
dispersion de rayos-X a bajo angulo (SAXS) y dispersion de neutrones a bajo angulo
(SANS).”2737475 para los estudios del comportamiento de solutos confinados y de
descripcion de la interfaz micelar, las técnicas mas utilizadas son: espectroscopia de
absorcion y emisién en estado estacionario y resulta en el tiempo, conductimetria,
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) y resonancia magnética
nuclear (NMR). Otras técnicas utilizadas que complementan el estudio de los sistemas
organizados son las técnicas de simulacion computacional,’®®” las espectroscopias
vibracionales resueltas en el tiempo’” "8 y las técnicas electroquimicas.’®® Las Mls han sido
aplicadas en muchos campos de la ciencia, como por ejemplo en biomedicina para estudiar
la liberacion controlada de medicamentos, en catélisis quimica, debido a su propiedades
interfaciales provocan cambios en los mecanismos de reaccion®! 8 y ademas son utilizados
con frecuencia como nanoreactores para la sintesis de nanoestructuras y nuevos

materiales.17-16:46.84.85

1.3.1. Micelas inversas de AOT: Antecedentes

Las MIs de AOT han sido ampliamente estudiadas en los ltimos afios!®:17:50.60.69.74,75.86-
8 Se ha demostrado que las mismas son capaces de solubilizar grandes cantidades de agua,
dependiendo del solvente no polar, la temperatura, etc. Un ejemplo de esto son las Mls de
AOT en benceno las cuales alcanzan Wo= 12,1” mientras que en heptano estas mismas llegan

a Wy cercano a 60.%

Estos sistemas se han caracterizado por diversas técnicas instrumentales. Se ha
determinado su tamafio y morfologia principalmente utilizando dispersion de luz estatica

(SLS) y dinamica (DLS),”>" dispersion de rayos-X a bajo angulo (SAXS) y dispersion de
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neutrones a bajo angulo (SANS).”2”™® Se ha demostrado que estos agregados son
relativamente monodispersos en solucion y presentan una morfologia esférica en bajas
concentraciones de surfactante en muchos solventes organicos.’>"® Otras técnicas utilizadas
para la caracterizacion incluyen espectroscopia UV-visible,® % espectroscopia de
fluorescencia,®®929% espectroscopia infrarroja,%’ resonancia magnética nuclear,*460.7.%8
y técnicas electroquimicas,” entre otras. Dado el uso de estos sistemas para ser utilizados
como nanoreactores, las propiedades del agua confinada en estos agregados han sido
ampliamente estudiadas, generando debate acerca de la estructura del agua en el interior de
las Mls, ya que el agua encapsulada podria adoptar dos o mas estructuras diferentes.!’
Ademaés se demostrd que estas propiedades venian asociadas al tamafio de las Mls, ya que
MIs pequefias tenian un ambiente mas rigido, mientras que sistemas mas grandes tenian

propiedades mas fluidas cercanas al agua pura.

A pesar de ello, aln no existe una caracterizacion experimental directa de la estructura
molecular del agua interfacial.%? Otros autores® han propuesto que el agua en el interior
presenta una estructura uniforme que sélo es afectada por la concentracion general de iones
y no por efectos del microentorno donde se encuentre. En cualquiera de los casos, las
caracteristicas del agua encapsulada en las Mls depende de los valores de Woy de los grupos
polares de la cabeza del surfactante.>®6%190-103 Cyando el contenido acuoso es bajo, todas las
moléculas de agua interaccionan con las cabezas polares del surfactante y sus contraiones,
en estas condiciones se dice que no es posible precisar una laguna acuosa con limites

definidos.59:60.100-103

En el caso de las MlIs de AOT, se ha demostrado que el agua confinada se encuentra
altamente estructurada hasta Wo=10, es decir que las moléculas de agua se encuentran
interaccionando con los grupos polares y contraiones del surfactante. A medida que se
aumenta el contenido acuoso se empieza a generar agua “libre”. En situaciones intermedias,
es decir entre 10<W<20, tendremos tanto agua “unida” como “libre”. Por tltimo, cuando el
contenido acuoso presenta Wo>20, el agua “libre” es la que predomina.’%60:100-103 Sjp
embargo, ain a Wo mayores, el agua encapsulada nunca iguala las propiedades del agua
pura.1%41% Todas estas propiedades hacen que las MIs de AOT sean un sistema que ofrece

diferentes ventajas dependiendo del grado de hidratacion.

Las tecnicas electroquimicas como una nueva herramienta en el estudio de sistemas
organizados



Introduccion 20

En particular, es interesante conocer qué sucede con la concentracion de H* en el interior
micelar. Se han realizado estudios del comportamiento espectroscopico de diferentes fenoles
(2-acetilfenol, 4-acetilfenol, y p-nitrofenol) en Mls de agua/AOT/heptano a diferentes
valores de Wo, en condiciones neutras y basicas.’® Los resultados muestran que la especie
mas estable es la forma no ionizada de los fenoles. Esto probablemente se deba a la fuerte
interaccion de puente de hidrogeno del AOT con los fenoles, ya que indistintamente de la
[H*] en el medio acuoso, la especie presente es la no ionizada.!% Este trabajo y otras
evidencias'®”~1% han demostrado que la definicion clasica de pH dificilmente se puede
aplicar en Mls de AOT. Por todo lo anterior, las MIs de AOT ofrecen ambientes Unicos, por
lo que han sido ampliamente usadas en catalisis quimica, enzimologia micelar, sintesis de

nanoestructuras, entre otras, 1012

A continuacidn, se describiran aspectos fundamentales como son, el modelo general de
las pseudofases, solubilizacion y localizacion de solutos en Mls, los cuales permitiran una

mejor comprension de los resultados.

1.3.2. Modelo de las pseudofases

En los sistemas microheterogéneos un soluto puede estar localizado en diferentes
microentornos dificultando, en algunas ocasiones la interpretacion de su comportamiento.
La aproximacion mas sencilla para estudiar la localizacion de una molécula es considerar al
sistema formado Unicamente por dos fases. El solvente no polar circundante y el
microagregado. Esta sencilla aproximacion es denominada con el nombre de modelo de las
dos pseudofases.!’ Asi, el soluto puede estar localizado en dos sitios posibles: el solvente

organico externo y/o el sistema micelar, tal como se muestra en la Figura 9, caso A.113114
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A B SSolvente

Orgénico
SLaguna

acuosa

Sintertuz

Figura 9. Modelos de pseudofases para la asociacién de solutos en Mls: (A) modelo de dos
pseudofases, (B) modelo de tres pseudofases, (C) modelo de cuatro pseudofases. En este Gltimo, el
soluto puede estar en la fase organica, en la laguna acuosa, en el lado externo (A ) o interno (m) de
la interfaz. Adaptado de Ref.!

El modelo considera que las propiedades de los sistemas micelares son independientes de
la concentracion de surfactante empleada y so6lo dependen del parametro Wo.
Consideraciones energéticas simples permiten concluir que solutos pequefios, muy polares,
podrian estar preferentemente asociados al interior micelar; mientras que solutos menos
polares o anfipaticos podrian estar principalmente localizados en la interfaz como se muestra
en la Figura 9, caso B. Sin embargo, debe tenerse presente que la distincion entre interfaz e
interior micelar es meramente arbitraria y los solutos solubilizados pueden estar distribuidos
sobre todo el volumen intercambiando continuamente sus posiciones.!*** En presencia de
diferentes tipos de agua (agua “unida” y/o agua “libre”), el modelo puede extenderse y
considerar hasta cuatro diferentes localizaciones como lo muestra la Figura 9, caso C: la fase
externa neta, la interfaz fase externa neta/Mls, el interior de la interfaz micelar y el corazén

polar.

1.3.3. Solubilizacion y localizacion de solutos en Mls

El uso de moléculas pruebas (soluto) para caracterizar el microentorno de los sistemas
organizados, es de gran utilidad para la comprensién de los fendmenos que ocurren dentro
de estos sistemas.3106115116 En Jas micelas el uso de moléculas pruebas puede dar
informacién muy valiosa en cuanto a flexibilidad, capacidad donora y aceptora de puente de
H, propiedades relacionadas a su hidratacion, entre otras.®® La determinacion de la
localizacion exacta de un soluto en MlIs es muy importante para poder explicar sus
propiedades y las del entorno que lo rodea. Estas propiedades dependen del medio que lo
rodea,” por lo que la polaridad monitoreada por el mismo depende del sitio donde éste se

solubiliza.
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A continuacién, en la Figura 10 se muestra de manera esquematica las posibles

localizaciones de solutos en Mls.

©® Molécula prueba

Figura 10. Representacion esquematica de posibles sitios de solubilizacion de solutos en Mls.
Adaptado de Ref .1t

Para moléculas Unicamente solubles en el solvente no polar externo (caso A), el soluto se
mantendra en la fase dispersante y por lo tanto, no afectara la estructura de las Mls. Las
propiedades fisicas y quimicas del soluto medidas en el sistema micelar, deberian ser
similares a las encontradas en soluciones homogéneas.!'® Para moléculas localizadas en el
corazon polar (caso B), se espera que las propiedades fisicas y quimicas sean similares a las
obtenidas en el solvente polar, aunque no exactamente iguales. Para moléculas ubicadas
cerca de la interfaz del lado del solvente polar (caso C), se espera que el soluto pueda
monitorear propiedades de la interfaz micelar. Las propiedades de dicha zona (polaridad,
viscosidad, entre otras) son particularmente interesantes de estudiar. Aquellas moléculas
localizadas en la parte externa de la interfaz micelar (caso D), pueden monitorear
propiedades de la interfaz micelar diferentes a la del caso C, ya que la mismas se encuentra
del lado del solvente no polar interaccionando con las cabezas polares o las colas
hidrocarbonadas de los surfactantes.!!® Finalmente, los solutos que conforman parte de la
interfaz (caso E) actan como cosurfactantes pudiendo ocasionar, en algunas circunstancias,

un aumento en ao modificando ademés las propiedades interfaciales. 18119
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1.4. VVesiculas: Generalidades

Otro tipo de sistema organizado estudiado en la presente tesis son las vesiculas. Las
vesiculas son sistemas formados por el autoemsamblado de moléculas anfifilicas, como por
ejemplo, fosfolipidos o surfactantes sintéticos. Cuando moléculas anfifilicas son disueltas
en agua, forman espontdneamente una bicapa, la cual queda completamente cerrada al
suministrar energia al sistema.!®® Esto da origen a un sistema esférico, cerrado y
selectivamente permeable, que atrapa parte del solvente en el que se encuentran disperso a
través de una bicapa, donde la region polar (cabezas polares) se orienta hacia la region acuosa
del sistema, mientras que los fragmentos no polares (cola o cadena hidrocarbonada) se
orientan hacia el interior de la bicapa, debido a interacciones no especificas de los

surfactantes (Figura 11).

=

Vesicula

Figura 11. Representacion esquematica de una bicapa, vesicula esférica y corte transversal de una
vesicula donde; 1) region interna acuosa, I1) interfaz (bicapa), ll1) region externa acuosa.

Bicapa

Las vesiculas se pueden clasificar segln su estructura o tamafio. Segun su estructura estas
se clasifican en unilamelares (una Unica bicapa) o multilamelares (multiples bicapas), y

segun su tamafio se clasifican de la siguiente manera:

Vesiculas grandes multilamelares (VGM): Sus tamafios oscilan entre 100 y 1000 nm,

generalmente formadas por cinco o mas bicapas concéntricas.*?

Vesiculas pequefias multilamelares (VPM): Sus tamafios oscilan entre 50 y 250 nm. Se
encuentran en el limite de menor tamafio posible. Este limite varia con la fuerza ionica del
medio y con la composicion del surfactante. La distribucion del surfactante en estos sistemas
organizados es de 1/3 en la parte interna y 2/3 en la monocapa externa por razones

geométricas.'?
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Vesiculas grandes unilamelares (VGU): Presentan tamafios comprendidos entre los 50 y
500 nm. La distribucion del surfactante es equitativa, por lo tanto la mitad de las moléculas

se distribuyen en cada monocapa.?°

Vesiculas pequefias unilamelares (VPU): Su tamafio es establecido como el menor

posible, segun lo permita la naturaleza del surfactante y del medio donde se formen.

Vesiculas Oligovesiculares (OVV): Son estructuras que presentan un grupo de vesiculas

pequefias incorporadas en una vesicula mas grande.*?°

En la Figura 12 se muestra de manera esquematica su clasificacion segun su estructura y
tamafio. Las mismas pueden modificarse aplicando cambios de temperatura y presion al

sistema, ademas de usar fuerzas mecanicas, eléctricas y magnéticas.*?

Las propiedades fisicoquimicas que poseen las vesiculas dependen del tamafio, la
geometria y la flexibilidad que les otorga el medio en el que se encuentren dispersas. Dentro
de estas propiedades se destacan la actividad osmética, la permeabilidad de la membrana y
la solubilidad e interacciones con solutos lipofilicos.!?

La importancia de estudiar estos sistemas radica en su similitud con sistemas bioldgicos.
Las vesiculas han sido utilizadas para determinar propiedades celulares como las
mencionadas anteriormente, dado que son sistemas estructuralmente sencillos, lo cual

permite su aplicacion en diferentes campos de la ciencia.'20-122
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Pequeiias Grandes
Multilamelares Multilamelares Oligovesiculares

| 1 |
20 nm 1 pm 200 pm

Figura 12. Clasificacion de las vesiculas segln su estructura y tamafio. Adaptado de la referencia.'?

Los surfactantes catanidnicos (surfactantes sintéticos), los cuales fueron descriptos
previamente, presentan una serie de propiedades muy interesantes para futuras aplicaciones,
una de esas propiedades es la formacion de vesiculas denominadas vesiculas catanionicas.
A continuacion, se describen algunos antecedentes referidos a estudios realizados en este

tipo de sistemas.

1.4.1. Vesiculas cataniénicas: Generalidades

En los ultimos afios se ha estudiado la formacion de vesiculas catanionicas en medio
acuo0s0.12912 |_a gran mayoria de ellas son multilamelares y son estables en largos periodos
de tiempo.123124125126.127) 5 formacion de vesiculas catanionicas de manera espontanea
puede ocurrir a partir de mezclas catanionicas de surfactantes o surfactantes catanionicos, lo
cual ofrece una ventaja respecto a la formacién de vesiculas constituidas por fosfolipidos
donde se requiere suministrar energia al sistema.!?® En las vesiculas catanionicas la
formacion se da a través de la interaccion electrostatica entre las cabezas polares con carga
opuesta.?! Esta interaccion lleva a una reduccion efectiva del area de la cabeza polar y le
confiere una alta actividad superficial al par idnico formado por los surfactantes de carga
opuesta. 24126 Como se muestra en la Figura 13, el surfactante catanionico formado, tiende a
comportarse como una molécula anfifilica de dos colas, que favorece la formacion de bicapas

y por consiguiente la formacion de vesiculas en soluciones acuosas diluidas.*?®
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P, ~1/3

+v_>

Figura 13. Representacion esquematica del cambio en la geometria molecular en la formacion de
surfactantes catanionicos. Adaptado de la referencia.!?’

La caracterizacion de estos sistemas, es importante porque sus propiedades se pueden
modificar en tamafio, composicién quimica, medio, etc, lo cual amplia el intervalo de
aplicacion de los mismos.3:116:128.129, 130 yn ejemplo de ellos es la aplicacion de vesiculas
catanidnicas en la liberacion controlada de farmacos y nutrientes, por lo que la correcta

caracterizacion de las mismas, es muy importante.

En nuestro grupo de investigacién, se han realizado estudios con vesiculas catanionicas
formadas usando el surfactante catanionico BHD-AOT (Figura 5). Las mismas son
unilamelares y se forman espontaneamente sin aplicar energia al sistema, como lo requieren
otros sistemas tradicionales.®! Las propiedades de la bicapa de las vesiculas de BHD-AOT
se investigaron por espectroscopia de emision utilizando como moléculas pruebas el loduro
de trans-4-[4-(dimetilamino)-etil]-1-metilpiridinio (HC) y el 6-propionil-2-(N, N dimetil)
aminonaftaleno (PRODAN). Ademas, el sistema formado se compard con las vesiculas
tradicionales hechas con fosfolipidos.

Los resultados por espectroscopia de emision utilizando la molécula prueba HC,
mostraron que HC detecta un ambiente ligeramente mas viscoso en BHD-AOT que en las
vesiculas de 1,2-di-oleoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina (DOPC). Esto posiblemente se deba
a que la bicapa compuesta por ambos grupos anfifilicos, el AOT y el BHDC, hacen que la
bicapa sea mas rigida. Esta rigidez puede sugerir que la penetracion de agua en la bicapa de
BHD-AOT es menor. Ademéas, HC detecta un ambiente menos polar y mas dador de
electrones que en las vesiculas DOPC. Por otro lado, los estudios de espectroscopia usando
PRODAN muestran que, el mismo esta ubicado en una region de la bicapa donde existe una

Unica especie. Por el contrario, en la vesicula DOPC, PRODAN experimenta un proceso de
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particion, probablemente porque la bicapa es mas fluida. Estos resultados sugieren que las
vesiculas de BHD-AOT, presentan una bicapa completamente diferente a las DOPC, con
baja polaridad, alta viscosidad y mayor capacidad de donar de electrones. Estas propiedades
le confieren a las vesiculas de BHD-AOT, la posibilidad de ser usadas como
nanotransportadores en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria ya que, permiten

la incorporacion tanto de moléculas idnicas como no idnicas.31116:125
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CAPITULO II:

I1.Fundamentos tedricos y técnicas utilizadas

En este capitulo, se explican los fundamentos tedricos generales de las técnicas
experimentales utilizadas en esta tesis. Se utilizaron técnicas espectroscopicas
(espectroscopia de absorcion y emision), dispersion de luz (DLS) y técnicas electroquimicas
como: voltametria de onda cuadrada (VOC), voltametria ciclica (CV) y voltametria lineal
(VL). Se mostraran, ademas, los antecedentes referidos al uso de las técnicas electroquimicas

en el estudio de sistemas organizados.

I1.L1.  Dispersion dindmica de luz (Dynamic Light Scattering-DLS)

Esta técnica estd basada en la dispersion de luz y puede ser utilizada para la
caracterizacion fisicoquimica de los diferentes sistemas organizados estudiados (micelas
inversas y vesiculas). Esta técnica determina propiedades tales como: radio de giro, radio
hidrodindmico (que es el radio de una esfera rigida que difunde con la misma velocidad que
la particula en estudio), el coeficiente de difusion, etc. El equipo monitorea la intensidad de
luz difractada de una muestra en el tiempo (del orden de los microsegundos), de forma tal
que permita asociar los cambios de difraccion con el movimiento browniano del soluto
(dispersion dindmica de luz) y por consiguiente de su coeficiente de difusion (D), a su vez
relacionado con el tamafio y forma de las particulas en solucién. El valor D puede ser
calculado empleando una funcién de autocorrelacion G(t), que es la transformada de Fourier

del espectro de energia de la luz dispersada (ecuacion 3).13!132

G() = [I(t) X I(t + 7)] 3)

donde, I(t) es la intensidad de luz dispersada en el tiempo t y 7, el tiempo de espera entre
dos lecturas consecutivas que normalmente es de pocos microsegundos. El coeficiente de

difusion translacional esté relacionado con G(z) mediante la ecuacion (4):
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G(t) = Y(1 + We 29°D %) (4)

donde, Y corresponde al cuadrado de la media de la intensidad de la luz dispersada, W es
el término empirico relacionado con el instrumental, g el vector de onda, determinado por la

ecuacion (5):

_ Amn o
q=—-sen; (5)

donde, 7 es el indice de refraccion de la solucion y 6, el &ngulo de observacién de la luz
dispersada. Para determinar D de la ecuacion (6) es necesario calcular la constante de

decaimiento exponencial.

1
Zqz‘tp

(6)

Finalmente, el radio hidrodindmico, Rn, de las particulas en solucién puede ser calculado
reemplazando el coeficiente de difusion, D, en la ecuacion de Stokes-Einstein (ecuacion 7)
suponiendo que las particulas que dispersan la luz son esféricas. Donde kg es la constante de

Boltzman, T es la temperatura en grados Kelvin (K), 1 es la viscosidad del solvente, 131132

_ KgT
"~ 6nmD

(")

H

11.2.  Espectroscopia de absorcién y de emision

Los procesos donde ocurre absorcion y emision de luz por parte de una molécula pueden
ser ilustrados mediante un diagrama de Jablonski.'**'* En la Figura 14 se muestra el
diagrama tipico del mismo, donde se observan los estados electronicos So, S1y S2 para los
singlete y Ty, para el triplete. A temperatura ambiente, la energia térmica no es suficiente
para poblar significativamente los estados vibracionales superiores del estado fundamental,
por lo tanto, la absorcidn generalmente ocurre desde los niveles con energia vibracional méas
baja. Normalmente las moléculas son excitadas desde el estado electronico So a algun nivel
rotacional de un estado vibracional de un estado electronico singlete superior (S1, S2) en un
tiempo de 10 s. Esto es mucho maés rapido que el reordenamiento de los nicleos, es decir,

cumple con el principio de Franck-Condon, donde la transicion electronica méas probable, es
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aquella que no presenta cambios en la posicién de los nucleos de la entidad molecular y de

sus alrededores.’®*

Relajacién
Vibracional Conversién
Estado Interna
Singlete S, -
Excitado k.
ic Cruce entre
2 sistemas
W S—
S, AS 3
A
1 Vex s
D ks K
L hVem ~
Estado
Fundamental SO' V V
Absorcién Fluorescencia  Fosforescencia

Figura 14. Diagrama de Jablonski.

Luego, las mismas relajan al nivel vibracional mas bajo de Si. Este proceso que es no
radiativo (no emite luz y la energia se pierde como calor) es Ilamado conversién interna y
generalmente ocurre en 1072 s 0 menos. Debido a que el tiempo en que la mayoria de las
moléculas permanece en estado excitado es cercano a 10® s, la conversion interna se
completa generalmente previa a la emision.*33** Por lo tanto, la emision de fluorescencia
generalmente proviene desde un estado excitado equilibrado térmicamente, es decir, del
estado vibracional de energia mas baja de Si. El retorno al estado fundamental tipicamente
ocurre hacia un nivel vibracional de energia superior de dicho estado, luego rapidamente
(1012 5) se alcanza el equilibrio térmico. Una consecuencia interesante de la emision a altos
niveles vibracionales del estado fundamental, es que el espectro de emisién es generalmente
la imagen especular del espectro de absorcion de la transicion So =>S1.133134 Ademas de
emitir radiacion, las moléculas en el estado S1 pueden cambiar de spin electronico al primer
estado triplete Ty, a través de un proceso conocido con el nombre de cruce de sistemas. El
fluordforo pasa al nivel vibracional mas alto del T1 y posteriormente ocurre la conversién
interna, conduciendo al fluoroforo al nivel vibracional mas bajo del T1. Desde T1 se observa
emisién de luz a través de un proceso poco probable de ocurrir en solucién, llamado
fosforescencia. La transicion de T1 a So es prohibida por spin y como resultado, las
constantes de velocidad para la emision del triplete son varios 6rdenes de magnitud mas

pequefias que para aquellas de fluorescencia. 33134
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11.3.  Técnicas electroquimicas
11.3.1. Fundamento teérico

Las técnicas electroguimicas, son aquellas referidas al estudio fisicoquimico de sistemas
donde la base de los procesos son reacciones de 0xido-reduccion (redox). Estos procesos se
pueden dar de manera espontanea (celdas galvanicas) o aplicando una perturbacion, ya sea
de corriente o potencial al sistema (celdas electroliticas). En las celdas electroliticas la
principal caracteristica es que por la interfaz fluye una corriente eléctrica producida ya sea
por iones (aniones o cationes) o electrones al aplicar un potencial, estas transformaciones
fisicas y quimicas, se dan entre una fase liquida (solucion redox) y otra fase la cual es un
metal o un semiconductor. A la interfaz entre el metal/solucion se le llama electrodo. Esta
transferencia de electrones puede ser: homogeénea, entre las sustancias disueltas en el seno

de la fase liquida, o heterogénea, entre la interfaz electrodo solucion.

Las celdas electroliticas estan constituidas al menos por dos electrodos, un catodo donde
ocurre la reduccion y un danodo donde se generan los procesos de oxidacion. Para el tipo de
celdas utilizadas para medidas electroquimicas se utilizan en general tres electrodos. Un
electrodo de trabajo, el cual generalmente es de un material inerte (Pt, Pd, Au o Carbono
vitreo o grafito), y en el cual ocurren los fendmenos electroquimicos de interés. Un contra
electrodo, en el cual sucede la reaccion opuesta a la que ocurre en el electrodo de trabajo, y
el cual no controla los fendmenos de interés, ya que este se polariza poco debido a que su
area debe ser 200 veces mayor que la del electrodo de trabajo. Y un electrodo de referencia,
el cual asegura que cualquier perturbacién o medida de potencial que se realice en el
electrodo de trabajo, este basado en un potencial estable y conocido. En el caso de las celdas
electroliticas, se debe tener en cuenta el potencial de la celda y el potencial de transformacion

de las especies.’®

En la Figura 15, se ilustra un sistema electroquimico, con sus respectivas variables, por
lo general, estos sistemas estan acoplados a una fuente de potencial eléctrico, el cual aplica
una perturbacion necesaria para la transformacion de las especies. Este sistema también
cuenta con un lector de corriente (microamperimetro), el cual recolecta la sefial

cuantificable. Ademas de electrodos mencionados anteriormente, estan sumergidos en una
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solucion que contiene la sustancia a analizar, y un electrolito soporte, el cual es una sustancia

inerte que controla los fendmenos de migracion.

| A= ‘H Variables eléctricas
Variables del electrodo > Potencial (E)
> Material - > Corriente (i)
> Area superficial (A) ‘ > Carga (Q
» Geometria
» Condiciones de superficie - B
Variables externas
» Temperatura
Variables de transferencia de masa » Presién (P)
» Modo (difusién, convecci6n, » Tiempo (t)
migraci6n)
» Concentraci6n en la superficie
» Adsorcién.
Variables de la solucion
» Concentracién de especies electroactivas en el seno de

1a solucién
» Concentracién de otras especies
» Naturaleza del solvente
» Naturaleza del electrolito soporte

Figura 15. Sistema electroquimico y variables A) fuente de Potencial; B) microamperimetro; C)
electrodos; D) solucion electrolitica.

Un sistema electroquimico se puede representar, mediante una reaccion de oxidacion,

como se muestra en la ecuacion (8), donde R es la especie reducida y O la especie oxidada.

R=20+ne” (8)

De acuerdo a la ley de Faraday se establece que la cantidad de materia transformada en
un proceso redox, es directamente proporcional a la cantidad de electrones intercambiados

en el proceso segun lo describe la ecuacion (9).1%

aS - bP +n.e” 9

Esto permite determinar el nimero de moles de sustrato transformado por unidad de carga
eléctrica. Donde a, b y n, representan los coeficientes estequiométricos del sustrato,
producto y nimero de electrones respectivamente, los cuales estan comprometidos en la

reaccion de oxidacion.
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Para determinar el nimero de electrones comprometidos en la reaccion se realiza, el
cociente entre el nimero de electrones necesarios para la reaccion y el coeficiente

estequiométrico del sustrato, como se muestra en la ecuacion (10).
n=— (10)

donde, n es el numero de moles de electrones por mol de sustrato. Si se multiplica n

electrones mol™ por N mol de sustrato, se obtiene:

electrones

nxN= [ mol

x mol] = electrones (11)

Como la carga asociada con 1 mol de electrones es una constante, se tiene:

1 Faraday (F) = Ny.e = 96484.6 Coulombios (12)
donde, Na= niimero de Avogadro; e, la carga del electron = 1.602x102° coulombios
Luego:

Q=n.F.N=n N96484.6 C (13)

Esta expresion es conocida como Ley de Faraday, donde Q estd expresada en
coulombios. Otra manera de obtenerla es a traves de la integral de la corriente en funcién del

tiempo segln la ecuacion (14).1%

Q=fyidt (14)

Ley de Nernst
Esta ley determina los valores del potencial del electrodo, en el cual ocurre la reaccion

electroquimica en funcion de la concentracion de las especies oxidadas y reducidas en el
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equilibrio. Suponiendo el equilibrio redox (ecuacion (8)), donde R es la especie reducida y
O la especie oxidada, se establece segn Nernst, lo siguiente:

RT
E=E}- — InCo/Cg (15)

n

donde, E]9 es el potencial formal de la cupla, n es el nimero de electrones intercambiados
por la cupla. Co y Cr, son las concentraciones de las especies oxidadas y reducidas. A 25°C,
RT/F= 0.02569 Voltios. Si la ecuacion (15) se expresa en logaritmo decimal 2.303 RT/F=

0.0591 V. Donde E]9 se describe segun la ecuacion:
RT
By = B~ Linyy/r} (16)

donde, (y3/v2) es el cociente de los coeficientes de actividad (y) de las especies oxidadas
y reducidas. Teniendo presente que esta descripcion hace referencia a fendmenos de
superficie, las concentraciones referidas en la ecuacion (15), son las de la superficie del
electrodo. Para que se cumpla lo anterior, la cinética de transferencia de carga del electrodo

debe ser tan rapida que haga de la transferencia de masa el factor limitante de la reaccion.

11.3.1.1. Variables del electrodo

Como se menciono en la Seccion (11.3.1), la transferencia de electrones se da en la interfaz
electrodo-solucion, la cual relaciona directamente fendmenos faradaicos, capacitivos y
resistivos, los cuales estan presentes en el proceso, por lo que el material, el area y la

geometria del electrodo son variables a tener en consideracion.

11.3.1.2. Variables de transporte de masa

Modos de transferencia de masa
Los modos de transferencia de masa son diferentes procesos generales por los cuales, la

especie electroactiva llega a la superficie del electrodo, los modos més comunes son:
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Difusion: Movimiento de la especie (cargada o neutra) bajo la influencia de un gradiente

de concentracion, este fendmeno es descripto mediante las leyes de Fick.

Migracion: Movimiento de particulas cargadas bajo la influencia de un campo eléctrico

(o bien un gradiente de potencial eléctrico).

Conveccion: Es el transporte hidrodindmico producido por el movimiento de la solucion

por conveccion natural, causada por el gradiente de densidad.

Conveccion forzada: Es el transporte hidrodindmico producido por el movimiento de la

solucion por agitacion, por ejemplo: con electrodo de disco rotatorio.

Dado que, la transferencia de masa se puede llevar acabo de manera conjunta por todos
los métodos, implica que la solucién matemaética de la misma sea muy compleja al involucrar
todos los tipos de transporte, por lo tanto, se busca siempre eliminar o minimizar las
contribuciones por migracion y conveccion, dejando solo la contribucién en términos de la
difusion. De esta manera, la migracion del analito se minimiza adicionando a la solucién un
exceso de electrolito inerte (cerca de 100 veces méas concentrado que el analito, llamado
electrolito soporte). Dicho electrolito, al aplicar un campo eléctrico tendra una migracion tal,
que hara despreciable la migracion del analito. Por otra parte, el transporte por conveccion
puede ser minimizado realizando medidas exentas de agitacion. En el caso de conveccion
natural, se procura realizar los experimentos en tiempos cortos evitando la formacion de

gradientes de densidades.*®

Leyes de difusion:

Cuando un sistema termodinamico origina el movimiento de particulas a través de un
gradiente de concentraciones (difusion), produce un flujo desde una concentracién elevada
hacia concentraciones bajas, con el fin de lograr una situacién de equilibrio de concentracion
constante. La descripcion matematica de la transferencia de masa se da a través de las leyes
de Fick, las cuales se aplican a procesos electroquimicos, que ocurren en la interfaz

electrodo/solucion.
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Primera ley de Fick:

Como se muestra en la Figura 16, el electrodo representa una superficie plana y uniforme,
donde se toma una coordenada (x), la cual representa la distancia entre el electrodo y la
solucion. Suponiendo que x=0, representa la superficie del electrodo y x=w, ¢l seno de la
solucidn. Si se supone que hay un gradiente de concentracion donde el seno de la solucién
hacia la superficie del electrodo (x=0). La primera ley de Fick establece que el flujo Jr(X,t)

es proporcional al gradiente de concentracion de la especie en consideracion.

>

X

Figura 16. Perfil de concentracion de una especie en las proximidades de un electrodo.

donde, Cr es la concentracion de una especie en estado reducido sobre la superficie del
electrodo, Cgr°® la concentracion respectiva en el seno de la solucion, (x) la distancia al
electrodo y la linea representa valores arbitrarios de la concentracion, de la especie respecto
a la distancia del electrodo y el tiempo. La primera ley de Fick establece que el flujo Jr(X,t),
es proporcional al gradiente de concentracion de la especie en consideracion, como se

describe a continuacion:

ACR(x,t)

Jr (x,8) = —Dg 2EC (17)

donde O0Cr(x,t)/0x es el gradiente de concentracion de la especie a la distancia x y al
tiempo t, Dr es el coeficiente de difusion en cm? s cuyo significado mas proximo es el de

una velocidad especifica. El signo menos, nos dice que el flujo es opuesto al gradiente. 4
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Segunda ley de Fick
La segunda ley de Fick relaciona los cambios de concentracion con el tiempo y los
cambios del flujo con la distancia. La Figura 17 muestra los cambios de los perfiles de Cr a

diferentes tiempos (¢;), con la distancia al electrodo.

Figura 17. Perfil de concentracion de una especie en las proximidades de un electrodo en funcion
del tiempo.

donde, Cr es la concentracion de una especie en estado reducido, (x) la distancia al
electrodo y las lineas representan valores arbitrarios de la concentracién de la especie a

diferentes tiempos respecto de la distancia al electrodo.

aCp(xt)

ac x,t
D R( )
at

18
La solucion de las ecuaciones (17) y (18), bajo las condiciones experimentales que operan
en la celda electroquimica, permite conocer como son las concentraciones de la especies

electroactivas en las proximidades del electrodo a un tiempo determinado (Cr(x,t) = f (X,t)).

La descripcion matematica de la concentracion de las especies en funcién de la distancia
al electrodo a un tiempo determinado, permite determinar otros aspectos cuantitativos del
sistema como: el potencial del electrodo, (puesto que éste esta dado en funcion de la
concentracion de las especies en equilibrio) y los valores de corriente (siendo ésta de acuerdo

a la ley de Faraday, proporcional a la concentracion de la especie electroactiva).*
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11.3.1.3. Variables de la solucion

Las técnicas electroquimicas presentan variaciones de acuerdo a la solucion que se utilice
y a la concentracion de la especie electroactiva, la cual puede variar de acuerdo a la
sensibilidad y selectividad de la técnica. Otras variables dentro de la solucion son las

especies interferentes, ya sean propias de la solucién o aportadas por el electrolito soporte.

11.3.1.4. Variables externas

Las variables externas pueden aportar cambios en los pardmetros cinéticos y
termodinamicos del sistema, como la temperatura y la presion. Otra de las variables externas
es el tiempo, el cual puede afectar el comportamiento cinético del analito. Como se mencion6
anteriormente, a tiempos largos en un experimento electroquimico se puede generar

transferencia de masa por conveccion natural.

11.3.1.5. Variables eléctricas

Las variables electroquimicas determinan como es aplicada la perturbacion y que
respuesta se obtiene, esto depende de la técnica que se utilice. Por ejemplo, en las técnicas
potenciostaticas se tiene control sobre el potencial (perturbacion) y se obtienen sefiales en
corriente y/o carga (ecuacion 14), en las técnicas galvanostaticas, el control se obtiene sobre
la corriente y las respuestas se dan en términos de potencial (E). Es importante que al emplear
cualquier técnica se tenga control sobre el potencial aplicado o registrado, debido a que esta
relacionado con los parametros del sistema evaluado. Todo sistema debe tener un potencial
de celda o valor de fuerza electromotriz (f.e.m), el cual esta limitado por los potenciales que
poseen las fases del sistema (electrodos y solucidn); de acuerdo a esto el potencial de celda,

se describe como se muestra en la ecuacion (19):

AE = AE gr—sin) + AE (sin—cE) (19)

donde, AE es la diferencia de potencial de la celda, AEgr_gin) €s la diferencia de
potencial entre el electrodo de trabajo y la soluciony AE (s, gy s la diferencia de potencial

entre la solucidn y el contra electrodo. Bajo estos términos, las condiciones analiticas que

permiten determinar un valor de potencial para un sustrato puesto en solucién, exigen el
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conocimiento y control de las deméas variables. De esa manera, el electrodo de trabajo
(electrodo polarizable) debe soportar diferencias de potencial sin sufrir cambios en su estado
de oxidacion. Ademas su area efectiva debe ser inferior al contra electrodo, haciendo que la
densidad de corriente expresada como corriente por unidad de area (i/area) resultante del

proceso redox, sea referida a al electrodo de trabajo.!%

Cuando se emplea un electrodo de referencia para conocer el potencial del electrodo de
trabajo, éste debe poseer un potencial redox conocido y controlable, éste generalmente esta
formado por una especie que se oxide y reduzca (cupla) bajo pequefios cambios de potencial,
siendo el electrodo normalizado de hidrégeno (NHE), que por convencion se establece como
potencial cero. Estas interfaces se conocen como electrodos idealmente no-polarizables. No
obstante, el uso experimental del NHE es un poco complejo y puede representar
incompatibilidades con la naturaleza de la solucion a utilizar. Debido a esto son usados como
alternativa los electrodos de calomel saturado (ECS) compuesto por la cupla (Hg/Hg2Cl2) y
pseudo-referencia como Ag/AgCl.1%*

11.3.1.6. Celda de tres electrodos

Para un sistema de tres electrodos, las técnicas usadas pueden ser potenciostaticas o
galvanicas. Se perturba el sistema con el fin de generar un fenémeno redox en la superficie
del electrodo, y se genera un gradiente de concentracion tanto en el electrodo de trabajo
como en el contra electrodo, produciendo fenémenos faradaicos. La aplicacion de una
diferencia de potencial entre ambos electrodos genera una caida de potencial 6hmico por la

resistencia de la solucion. La adicion de electrolito soporte minimiza este efecto.

En la Figura 18, se representa una celda de tres electrodos, donde se observa un electrodo
de trabajo, donde ocurre la reaccién redox del analito de estudio, un electrodo de referencia,
el cual esta conectado al electrodo de trabajo por un potenciémetro y una fuente de poder
externa, la cual aplica una diferencia de potencial entre estos dos electrodos. Ademas,
presenta un contra electrodo, en el cual ocurre la otra hemi reaccion opuesta a la que ocurre
en el electrodo de trabajo. En este ultimo (circuito de polarizacion) se registra la corriente

(carga por unidad de tiempo) resultante del fendmeno redox.
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Figura 18. Celda electroquimica de tres electrodos A: fuente de Potencial; B: microamperimetro;
ET: electrodo de trabajo; ER: electrodo de referencia; CE: contra electrodo; D: Solucién electrolitica.

En el circuito potenciométrico, la expresion matematica que describe la diferencia de

potencial del sistema esta dada por la ecuacion (20).

AE = AE gr—sin) + AE (sin—ER) (20)

donde AE, es la diferencia de potencial de la celda. AEgr_gp,y, €S la diferencia de

potencial entre el electrodo de trabajo (al cual se refieren los fendmenos de

oxidacion/reduccion) y la solucion, y AE (s, ggy representa la diferencia de potencial entre

la solucion y el electrodo de referencia.®®

La Figura 19 representa en el costado izquierdo las condiciones iniciales del sistemay en
su costado derecho se ilustra la perturbacion aplicada en el electrodo en términos de
potencial, el cual modifica el nivel energético del mismo, a potenciales anddicos (A) y
catddicos (B) suficientes para extraer un electron de su orbital de alta energia ocupado
(HOMO) o para donarle un electron al orbital desocupado de baja energia (LUMO) del
analito (sustrato R) puesto en solucién.’® Cuando el sistema se encuentra en ausencia de
corriente (reposo), el potencial recibe el nombre de potencial de equilibrio, cuyo valor puede
ser diferente de cero. Cuando se aplica una diferencia de potencial mas positiva, que el
potencial de reposo (Figura 19A), se induce al analito a ceder electrones y por consiguiente
a sufrir su oxidacion (el electrodo de trabajo toma electrones de la solucién). Caso contrario

ocurre cuando la diferencia de potencial se lleva hacia valores mas negativos (Figura 19B),
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el electrodo de trabajo se enriquece con electrones disponibles para ser tomados por el analito

en solucion y efectuar en éste su reduccion.

A
®  Beodo
WI‘E £

° ® ==
Potencial do =t LuMo
e ; 1 l/ HOMO MJ HOMO
@  clooodo Reduccién
B)R+e—> R

Figura 19. Representacion de la A) oxidacion (parte alta de la figura) B) reduccion (parte baja de la
figura); de un sustrato R susceptible de ambas reacciones.

11.3.2. Técnicas potenciostaticas

El principio de las técnicas potenciostaticas consiste en la perturbacion del sistema en
términos de potencial constante bajo una funcion conocida en el tiempo E=f (t). Para estas
técnicas el uso de un potenciostato es ideal, pues este equipo permite efectuar dicha
perturbacion y colectar la sefial en términos de corriente. Y aquellos donde la funcién del
potencial es tal que cambia con el tiempo, se les denomina técnicas potenciodinamicas. La
eleccion del potencial y duracién en el tiempo, depende del fin cualitativo y cuantitativo que

se desee. 13°

Aspectos cuantitativos de procesos redox

Como se menciond anteriormente un sistema electroquimico consta de muchas variables,
para realizar un estudio electroquimico, es necesario estudiar cuidadosamente y realizar un
seguimiento cuantitativo, esto implica un conocimiento detallado de cada fenémeno que

permita su descripcion matematica.
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Determinacion de la corriente

Considerando como fendmeno de interés, que toda especie que llegue a la superficie del
electrodo se oxida o reduzca, se puede decir que el flujo en la superficie del electrodo es el
responsable de la corriente conducida por el electrodo de acuerdo a la ley de Faraday; por el
circuito eléctrico circulardn un nimero equivalente de coulombios por segundo. El valor del
flujo debe ser multiplicado por el area del electrodo (A), para que dé cuenta de todo el
fendmeno en la superficie. Por otra parte, la corriente sera proporcional al nimero de

electrones intercambiados.'®

i = nFAJ,(x = 0,t) = nFAD, [**0)| . (21)
x=

Determinacion del potencial
De tener bien definida la concentracion en funcion del tiempo y distancia al electrodo, el
potencial del electrodo se calcula segln la ecuacion de Nernst (ecuacion (22)).

Co(x=0,t)

Cr(x=0,t) (22)

_ 0, RT

donde Co y Cr seran las concentraciones de las cuplas redox en estudio al tiempo t sobre
la superficie del electrodo x=0. Las técnicas potenciostaticas, aplican una perturbacion cuya
funcién debe ser perfectamente conocida, tal que el sistema evolucione brindando una
respuesta en corriente dependiente de las situaciones de contorno del sistema, es decir de la
naturaleza de la especie electroactiva, la composicién de la celda y la funcién de potencial

aplicado constante.

Reaccion reversible-simple en un electrodo

El desarrollo matematico que da lugar a los calculos de transferencia de masa, potencial
y corriente de un sistema, depende de la técnica empleada y las situaciones de contorno que
describan el avance del mismo. De forma generalizada se supone una especie simple cuya
reaccion reversible es planteada por la ecuacion (8), donde la perturbacion del equilibrio se
inducira electroquimica de manera potenciostatica. Para ello, se aplica un potencial en el
tiempo como se muestra en la Figura 20A cuya respuesta de corriente en el tiempo esta dada

por la Figura 20B.
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Partiendo desde un potencial E, de reposo en el cual no sucede ningln tipo de reaccion,
es decir, donde solo encontramos la especie R a un tiempo cero (t=0), se aplica una diferencia
de potencial suficiente para desplazar el equilibrio (ecuacién (8)) hacia la especie oxidada,
el cual es mantenido en el tiempo y cuya respuesta en corriente refleja un incremento de i,
(corriente de oxidacidn), que decae exponencialmente hasta obtener un valor constante como
lo muestra la Figura 20B, seguidamente se invierte el potencial obteniendo una corriente de
reduccion (i,.)."*°

E A
E, SR

t=0 t>
| B
iy
) =0 '
i V t

Figura 20. Pulso de potencial en el tiempo (A) y respuesta en corriente bajo el mismo intervalo (B).

11.3.2.1. Cronoamperometria

Se habla de cronoamperometria cuando se aplica en el tiempo, un salto de potencial
(Figura 20A) y se muestrea la corriente en el tiempo (Figura 20B). Para esta técnica se puede
plantear la solucion matematica que permita cuantificar la difusién de R, inducida por la
diferencia de potencial (perturbacion), responsable de la respuesta en corriente (flujo de

electrones) de la siguiente forma.
Las ecuaciones diferenciales para las especies seran:

aCr(xt) D 92Cr(x,t)

at R gx2 (23)
aCo(xt) 32Co(xt)
at Do ax2 (24)
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Para la solucion de estas ecuaciones se plantean las siguientes condiciones de contorno.

Condiciones iniciales:

a) t=0aun no comenzo la electrdlisis, luego para cualquier valor de x:

Cr(x,0) = C% (25)

Co(x,0) = 0 (26)

b) Condiciones semiinfinitas (x—>o) y t = 0. La electrdlisis ha comenzado y en el seno de

solucion se cumple:

lim Cg(x,t) — C% (27)
X—00
limCy(x,t) — 0 (28)
X— 00

¢) Condiciones sobre la superficie (x=0), donde se supone una transferencia de carga

répida, parat =0

_ 0 E Co(x't)
E=E}+. In [—CR ol (29)

Considerando a continuacion la solucion matematica del sistema. Como no hay
acumulacién de material en la superficie del electrodo, el flujo de R en un sentido es igual

al de O en el otro.

Jr(x=0,t) = —Jo(x =0,1) (30)

También se puede escribir como:
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ACR(x,t) Co(x,t) _
DR [ ax ]ng + DO [ dax =0 (31)

x=0

Como, desde el punto de vista molecular no hay grandes cambios en los coeficientes de

difusion de una especie respecto a la otra, por lo tanto:
DR = DO = D (32)

La solucion de las ecuaciones diferenciales (23) y (24) se realiza utilizando métodos
matematicos apropiados tomando en cuenta las condiciones de contorno mencionadas.

Aplicando la transformada de Laplace en la ecuacion (31), se obtiene la ecuacion (33).5°

0
i(t) = nFAVDCp

T (1+6)Vmt (33)

donde:

0 = CrR(x=0t) _ e—nF/RT(E—E‘}) (34)
Cox=0,t)

La ecuacion (34) muestra que si E— o0, 8 — 0. La ecuacion (33) queda expresada segun

la ecuacion (35), la cual es conocida como ecuacién de Cottrell:

. nFADY/2¢%
i(t)= = R

(35)

Donde la corriente, llamada “limite”, implica que la Cx(0,t) — 0. Esto significa que la
conversion electroquimica ocurre a su maxima velocidad. **° La Figura 21A, muestra
diferentes perturbaciones en secuencia de un experimento electroquimico. En la Figura 21B,
las respectivas sefales de corrientes obtenidas y en la Figura 21C, el perfil i-E resultante

para cinco saltos de potencial a un dado tiempo de muestreo (t).13®
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1 1 4 5
5 Tiempo de
E g muestreo 3
i 4,5
3
) 2
0 + —— 1
> 0 >
t T t E
A B C

Figura 21. A) saltos de potencial en el tiempo, B) respuesta en corriente en el tiempo, C) perfil
de corriente en funcion del potencial tomado a un tiempo t.

La ecuacion (35), tiene dos limites a los que no se puede acceder en forma experimental:
a) para t=0, i=o0, este limite nunca se alcanza por impedimentos instrumentales; b) para t=oo,
i=0, esta situacion implica tiempos de electrdlisis superiores al minuto, donde comienzan a
tener importancia el transporte convectivo. Este aporta material al electrodo con lo que i-O0.
La Figura 22, representa entre las lineas punteadas el intervalo en que se cumple la ecuacion
de Cottrell, a su vez esta relacionada con el tiempo de muestreo () ilustrado en la Figura
21B.1® La Figura 21C, corresponde a la zona de control difusional absoluto, donde se
muestra que se alcanza la meseta en la zona 4-5, debido al limite impuesto por la velocidad

de transferencia de masa.

()
Zona de : Corriente
! Cottrell E estacionaria
(0] t~1" t

Figura 22. Representacion de la respuesta i-t para un salto de potencial suficientemente anddico.

La ecuacion (33) expresada en funcién de la corriente limite queda:
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. L
l(t) = (1+6) (36)

Despejando 8 y tomando logaritmos se obtiene la ecuacion de Nernst representada en la

Figura 21C, en términos de corriente.

E=E°+ 2.303 5 Log —— (37)

UTOMUIG)

Ademas, si se grafica Evs Log —!®__ e obtendré una recta de pendiente 2.303 RT /nF.

UGG

Esta ecuacion predice que cuando i(t) =i, (t)/2, E es igual al potencial formal de la cupla

(E}’). Se deduce que, para un sistema reversible simple el E;? ~ Eq/;.

11.3.2.2. Voltametria lineal y ciclica

Voltametria lineal (VL)
Se trata de una técnica, donde el potencial se cambia en forma lineal con el tiempo. Dada

la siguiente cupla redox reversible simple:

R=0 +ne” (38)
Donde el potencial aplicado sera expresado segun la siguiente ecuacion:

donde, E; es el potencial inicial, t es el tiempo y v=dE/dt, es decir la velocidad de cambio

de potencial. La representacion de la ecuacion (39) se muestra en la Figura 23.1%
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t= t=A t
Figura 23. Barrido de potencial en la técnica de voltametria lineal.

Para obtener el valor de la funcion corriente en un sistema redox simple (ecuacion (38)),
se deben resolver las ecuaciones diferenciales (ecuaciones (23) y (24)) de las
concentraciones usando las condiciones de contorno correspondientes (Seccion 11.3.2.1.).
Las cuales relacionan los cambios de concentracion con el tiempo y los cambios de flujo con
la distancia al electrodo, x.1*® Donde 6Cr(X,t)/ox?> 0 0°Co(X,1)/0X? es el gradiente de
concentracion de la especie a la distancia x y al tiempo t, y Dry Do son los coeficientes de

difusion en cm? s,

Parat = 0, se cumplira la ecuacion de Nernst.®*®> Como E esta dado por la ecuacion (39)

para la voltametria lineal resulta:

RT [Co(x,t)

— _ g0
E=E;+vt=Ef+—1Ln crxnl, g (40)

nF

donde, E]9 es el potencial formal de la cupla, y n es el nimero de electrones

intercambiados por la cupla. A 25 °C, RT/F=0.02569 V. Si la ecuacion (40) se expresa en
logaritmo decimal, 2.303 RT/F= 0.0591 V. Co y Crseran las concentraciones de la cupla en

estudio al tiempo t.

De donde:
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 [cot)

_ RT 0
Ca(et) = exp [nF (Ei+vt—E f)] (42)

x=0

Resolviendo las ecuaciones diferenciales (23) y (24), con la condicion expresada en la
ecuacion (41), se obtiene como solucién una funcién dependiente del potencial. Esta funcion
permite calcular la corriente y es conocida como funcion corriente X(E), la cual es una

funcién adimensional. La corriente queda expresada segun la ecuacion (42) como:

1

3 -—
i(t) = i(E) = (nF)? ACg [“22]* v'/2X (E) (42)
donde, A es el area del electrodo, v es la velocidad de barrido y R= 8.314 Julios mol™ K-
! La corriente i entonces queda expresada en Amperios (A). La funcion corriente ha sido
calculada para cada potencial y aparece tabulada. Cualquier sistema simple (ecuacion (38)),
cuyo proceso sea de oxidacion o de reduccidn, independiente del potencial de media onda

(E1r2), tiene por Unica solucion la funcién X(E).*®
Como un sistema electroquimico existe en el entorno del Eip, la funcion X(E) esta

referida a este potencial, es decir que X(E) = X(E - E; ;). Una grafica de la variacion de la

funcién corriente con el potencial se muestra en Figura 24.

X (B) E

[ I ..

N (E-E»)

Figura 24. Voltametria lineal. El potencial esta referido al E1/» del sistema.

Como se observa, la respuesta es en forma de pico, del que son destacables las siguientes
caracteristicas: en el potencial de pico (Ep), la X(E) es méxima y X(E)max=0.4463. La
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corriente a ese potencial es la corriente de pico (ip). Para 25°C esta Ultima de acuerdo a la

ecuacion (42) tiene el valor dado por la ecuacion (43).

ip =2.69x105n3/2 pY/2 Av1/2 C (43)

Por otro lado, el E;,, no coincide con el potencial de pico, sino que esta desplazado

algunos mV como lo describe la ecuacion (44).

RT

Donde el signo (+) es para oxidacion y el signo (-) para reduccion. A 25°C, RT/F = 25,7
mV'y paran=1, el Ep — E;,, ~ + 28,50 mV. Otra caracteristica importante es el potencial
de medio pico Ep 5, que es el potencial a la mitad de la altura del pico y el cual esta dado en

mV'y a 25°C.1%

RT

El ancho de pico puede definirse como:

RT
AE = Ep — Ep; = 2.3— (46)

Esta Gltima ecuacién predice que para 25°C AE = % mV es decir que si n=1 sera de 60

mV. Para un proceso con transferencia sucesiva de dos electrones, AE =~ 30 mV siendo asi
un pico mas angosto. Los pardmetros anteriores permiten caracterizar el sistema y las
expresiones dadas son para un sistema simple o reversible (ecuacion (38)). Sistemas mas

complicados cumplen con otras ecuaciones como lo veremos mas adelante.

Voltametria ciclica (VC)

Se trata de una técnica, donde el potencial se cambia en forma lineal segun funciones
conocidas (ecuacion (39)). Si luego de cierto tiempo (t=1), se invierte el sentido del barrido
de potencial se observara el proceso redox opuesto, dando lugar a la ecuacién (47), que

describe la funcion de potencial correspondiente a la voltametria ciclica.
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E=E;+2viA—vt 47)

donde, A es el tiempo en el que se realiza la inversion de barrido de potencial. La
representacion de las ecuaciones (39) y (47), se muestra en la Figura 25. Si el barrido de
potencial se invierte a E; se aplica la ecuacion (47) considerando un barrido inverso. Para
resolver las ecuaciones diferenciales (23) y (24), se tendra en cuenta, cual era la situacion de

las variables en E;. La ecuacion (41) se transforma ahora en la ecuacion (48).

_ [Coxn]  _ Rt e
0= [CR(M) o exp [nF (E; +2vA — Ef vt)] (48)

t=0 t=\ t
Figura 25. Barrido de potencial en la técnica de voltametria ciclica.

Como al invertir el barrido de potencial en la interfaz electrodo-solucion existe la especie

O formada en el barrido directo, ésta se reducira segun:
O+ne  —R (49)
La respuesta en corriente mostrada en la Figura 26, forma un pico centrado también

alrededor de E; , del sistema. Este pico puede ser interpretado en forma cuantitativa, y de

no presentarse complicaciones cinéticas posteriores a la transferencia de carga se cumple:

ip(inversa) — 1 (50)

ip (directa)
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i (Oxidaci6n)

i (Reduccion)

Figura 26. Voltagrama ciclico tipico de una reaccion reversible.

El valor de AE, = Epgirecto) — Ep(inverso) €5 UNO de los parametros usados como

criterio de diagndstico de la reversibilidad del proceso. Para un proceso simple:

AE, ~ 2.303 RT/nF (51)

En sistemas mas complejos, las respuestas electroquimicas difieren con respecto a la de
un sistema simple, ya que hay reacciones quimicas acopladas a la transferencia de carga.
Para caracterizar estos sistemas se hace uso de los siguientes criterios de diagndstico: las
variaciones de Ep Yy de ip; segun Ep Vs. V; ip/ vy/5; C Vs v; ip (inverso)/ ip (directo); etc.,

que adoptan caracteristicas propias segun el mecanismo particular de que se trate.

11.3.2.3. Voltametria de estado estacionario

La voltametria de estado estacionario determina un estado en el que ninguna de las
propiedades del sistema cambia con el tiempo. Cuando un sistema electroquimico se
encuentra en estado estacionario, las densidades de flujo de O y de R y la corriente toman
valores distintos de cero.'®® El tipico voltagrama en estado estacionario se muestra en la
Figura 27, si la velocidad (v) con la que se cambia el potencial, es lo suficientemente
pequefia. Por el contrario, si v no es lo suficientemente pequefia el sistema se encuentra

alejado del estado estacionario y el voltagrama adquiere la forma mostrada en la Figura 24.1%°
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Eip E

Figura 27. Curvas i vs E para distintas velocidades de barrido pequefias.

En la Figura 27 se observa que el voltagrama alcanza una corriente maxima y constante
a un dado potencial. La transferencia estd gobernada por la difusion de la especie
electroactiva desde el seno de la solucidn, y todo lo que llega al electrodo se oxida. A esta
corriente se le denomina corriente limite (i) cuyo valor no depende ni del tiempo ni del
potencial, solo depende de la concentracion en el seno de la solucion (C2), de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

i, = nAFDRC% (52)

Donde n, A, F, Dr Yy C2, ya fueron descriptos previamente. A partir de la ecuacion (52) y
remplazando en la ecuacion de Nernst,!3 se obtiene la ecuacion (53), que se conoce como

curva de polarizacion estacionaria, que relaciona el potencial con i;.

i

(UAD)]

_F0 4 R Do (RT i RT
E = Ef+nFlnDR+nF Ln D =Eq)2 t In

(53)

Si se considera que Do=Dg, de acuerdo a la ecuacion (53), E; /, zE]‘?. De esta forma se

puede calcular el potencial formal del sistema. De la ecuacion (53), se deduce que, para un

sistema reversible simple (ecuacion (38)) en condiciones de estado estacionario, un gréafico

de E vs ln(ﬁ) es lineal con una pendiente igual a RT/nF y una ordenada al origen igual
o

al potencial formal o potencial de media onda (E /).
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Utilizando electrodos de areas pequefias como los UMEs y velocidades de barrido bajas,
hacen que la i en funcion de E adopte la forma de una curva en estado estacionario,
alcanzando una meseta (corriente limite) como se muestra en la Figura 27, esto se debe a
que existen diferencias en el transporte de masa entre un UME y un electrodo

convencional®®® como describiremos a continuacion.

11.3.2.4. Voltametria lineal utilizando ultramicroelectrodo

Los ultramicroelectrodos (UMES) son electrodos con dimensiones pequefias entre 0.1 um
a 50 um de radio, donde sus propiedades dependen de su tamafio. El transporte de masa para
un UME, a diferencia de los electrodos de tamafio convencional, tiene dos contribuciones,
una lineal semiinfinita y otra radial, como se muestra en la Figura 28, las cuales se deben

tener en cuenta para resolver la ecuacién de densidad de corriente.

B

A
VvV
VY Y

2 A
A%

Figura 28. Tipos de transporte de masa en ultramicroelectrodos. A) Lineal semiinfinita B) Radial.

En el modelo de difusion lineal semiinfinita, la difusion hacia el electrodo se da de manera
perpendicular al plano del electrodo, y en la difusion radial, la densidad de corriente para un
UME esta dada por la ecuacion (54) que contiene dos términos.

nFDrCr = nFDY*Cg
r x1/2(1/2

Id:

(54)

donde, n, F, Dg, Cr y t ya fueron definidos previamente y r es el radio del electrodo. El
primer término de la ecuacion describe la difusién radial mientras que el segundo describe
la difusion lineal semiinfinita (también conocido como ecuacion de Cottrell).13 Cuando los
tiempos son cortos (velocidades superiores a 50 mV s?), el segundo término prevalecera
sobre el primero, mientras que a tiempos largos (velocidades menores o iguales que 10 mV
s'1) el termino radial tendra mas relevancia y los voltagramas seran iguales a los del estado

estacionario (Figura 27).
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En estas condiciones, la derivada de la concentracion con respecto al tiempo es cero. Por
lo tanto, cuando la especie O esta ausente a t=0, la ecuacion (55) puede ser aproximada por

la ecuacion (56).

i ACg(roz
ora = Dr [—a,. | (55)

i Dg[C%—Cr(r
= r[CR . r(10)] (56)
donde, CpR y Cgr (7o) son las concentraciones de la especie R en el seno de la solucion y en
la superficie del electrodo, respectivamente, y & es el espesor de la capa de difusion. Esta
aproximacion es conocida como la aproximacion de Nernst. Por motivos de simplicidad, se

considera que la superficie del UME es una esfera.

Para describir la curva voltamétrica en forma completa es necesario dar una expresion
para Cr(ry) y 6. Para el sistema reversible con R y O presentes en solucion, la relacion de
las concentraciones superficiales de R y O esta vinculada al potencial aplicado a través de la

ecuacion de Nernst que se muestra a continuacion:

Cr(ro)
ey = exp["F/pp (E - ED)] (57)

Cuando el potencial aplicado E, es mucho mas positivo que E]9 Cr(ry) = 0, se alcanza

la maxima corriente (toda la especie R que difunde y llega a la superficie es oxidada). La i

para este potencial se denomina corriente limite, i, y se define segun:

i, = anroFDRC% (58)

donde, a es igual a 2t para una semiesfera, 41 para una esfera y 4 para un disco. De este

modo, a partir de las ecuaciones (56) y (58), se puede demostrar que:

i _ DrC} _ DRCR (59)
nFA () To

Considerando que Dz = Dy y que at =0, CJ = 0, se puede demostrar que Cy(ry) =

CS — Cr(ry). Asi, sustituyendo el valor de & por o y el de Cx(1,) en la ecuacion (56) y

Las técnicas electroquimicas como una nueva herramienta en el estudio de sistemas
organizados



Fundamentos teoricos y técnicas utilizadas 59

reagrupando términos, se obtiene la siguiente expresion para la curva voltamétrica completa

para un electrodo esférico en condiciones de estado estacionario:

i DRC%

nFA — ro[trexp(-nk/RD)(E-E))])

(60)

El andlisis presentado es extrapolable a otras geometrias de UME, tal como el disco, que es
el mas frecuentemente usado. Si se expresa la corriente como una funcion de E e i, de

acuerdo a la ecuacion de (53) se obtiene:

_ kx| g (B-E))]

1+ Exp| 2 (E-E9)]

(61)

Las situaciones de contorno que dieron lugar a estas ecuaciones estan dadas para un
sistema reversible simple, no obstante, existen sistemas redox que presentan dificultades en
la transferencia de electrones. En estos casos los parametros de corriente y potencial se
expresan en funcién de constantes de transferencia (pardmetros cinéticos). Supongamos el

siguiente sistema redox.

kg

%
R 0+ e (62)

H

kp
La ecuacion (62) muestra de manera directa una reaccion de oxidacion de la especie R a
O (proceso anddico) condicionada por una constante kr. De forma inversa muestra una
reaccion de reduccién de la especie O a R (proceso catddico) condicionada por una k.
Ahora, si se considera que el equilibrio de la reaccion se da en la superficie de un electrodo,

las velocidades en sentido directo e inverso del sistema estarian dadas por:

iq
vy = kiCrop = oz (63)
vy = kyCoop = = (64)

donde, A es el area del electrodo y tanto i. como i, son las corrientes catodica y anodica

respectivamente. Luego, la reaccidn neta estaria dada por:
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i

Vnet = V5 —Vp = keCropy = kpCogor) = 17 (65)

i = ig—i. =nFA[k;Cpos — kpCoos] (66)

Basados en la ecuacion general de Arrhenius (ecuacion (67)).

)
k=Ae /g (67)

Donde se argumenta que para que los reactivos se conviertan en productos (constante
cinética, k) deben pasar por una energia de activacion (E,) de acuerdo a un factor de
frecuencia (A); las constantes cinéticas pueden ser representadas como una funcion del
potencial aplicado sobre un electrodo, si se considera a éste como la perturbacion requerida

para lograr la energia de activacion.

ky = k°Exp|—af(E — E})] (68)

ky = k°Exp[(1 — a)f(E — E})] (69)

donde, k° es llamada constante de transferencia para el sistema redox al potencial formal
(E}’), donde para estos casos en particular, el EIQ ya no equivale al E; ,, porque el mismo

contiene en su expresion la constante y el coeficiente de transferencia de carga (a), el cual
es especifico del sistema, antes y después de aplicar una diferencia de potencial, y f =
nF /RT. El sentido fisico de k° se comprende como la facilidad cinética (transferencia de
electrones) de un sistema redox y sus valores pueden estar comprendidos entre 1y 10 cm s
!, De esta manera valores de k° menores que 1 significan velocidades lentas de reacciones

redox, mientras que valores aproximados a 10 significan velocidades rapidas.!®®

El término a puede adquirir valores adimensionales entre 0 y 1. Dependiendo del valor
de a, el intercambio de electrones del sistema redox se vera favorecido en uno o en ambos
sentidos de la reaccion en términos de potencial. De esta manera cuando a = 0.5, tanto la
oxidacion como reduccién del sistema ocurriran a un potencial simétrico respecto al
potencial de reposo (la reaccion serd favorable en ambos sentidos). Cuando a < 0.5, la
oxidacion se dard a potenciales mas cercanos al potencial de reposo mientras que la

reduccion a potenciales mas lejanos (la oxidacion ocurre a potenciales positivos y la
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reduccion a potenciales negativos respecto el potencial de reposo). Y cuando a > 0.5 sucede
lo opuesto, es decir la reduccion ocurre a potenciales mas cercanos al potencial de reposo

que la oxidacion.**®

Si reemplazamos las ecuaciones (68) y (69) en la ecuacion (66) obtenemos una
descripcion matematica entre corriente y potencial. Esta ecuacion es llamada de Butler-

Volmer.

i = FAK® [Cpo e EED — Co (g el E-ED)] (70)

Cuando el electrodo es pequefio, como por ejemplo un disco UME vy la perturbacion se
hace a tiempos largos, la expresion de corriente limite, i;, (corriente total) estd dada en la
ecuacion (52). En estas condiciones la corriente toma en cuenta las concentraciones de las

especies redox en la superficie del electrodo esto es para Cr (x=0) Y Co (x=0) tenemos que:

_ ip—i
Cro = 4nFDgrg (71)
i
Co© = urpore (72)

Reemplazando las ecuaciones (68), (69), (71), (72) en (66), obtenemos una expresion de

tipo Butler-Volmer.

i = nFAK® {[e-0rE] (i) [o-afan)]

4nFDpgrg (73)

i
4nFDgro}

— 0
donde, AE = (E — E7)
Sustituyendo el area del electrodo A = 7 7, realizando simplificaciones y reordenando

se obtiene:

4Dgi _ {[e(l—a)fAE](iL - [e(—afAE)]z_z i} (74)

Ttroko

Dividiendo en ambos lados de la ecuacién (74) por Exp((1 — a)fAE) y despejando

queda:
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b = B [(aDfoE] 4 DR [o(/a0)] 4 1 (75)

i mrok®
Reordenando esta expresion se llega:
i 1

— = 5 (76)

iL [e(@-DfAE] ¢ g_R[e<—fAE)]+1
0

wrgk

Finalmente, la ecuacion (76) proporciona una descripcion completa de la corriente de un
sistema redox (ecuacion (62)) como una funcion del potencial aplicado y de las
complicaciones cinéticas que condicionen su transferencia de electrones empleando un UME
de disco. Cabe aclarar que cuando el equilibrio de la reaccion planteada por la ecuacion (62),
es condicionada por ambas constantes cinéticas se habla de un sistema cuasi reversible y si

por el contrario la reaccion se da en un solo sentido al sistema se le llama irreversible.

Una de las caracteristicas mas atractivas por la que son empleados los UME en
voltametria, es por su capacidad de usarse como electrodo de trabajo en medios con baja
conductividad. Lo cual hace posible realizar voltametria en medios resistivos como son los

solventes organicos no polares, 79801

En principio uno de los factores que intervienen en los perfiles de i — E de un voltagrama
es la resistencia no compensada impuesta por la solucién existente entre los electrodos de
trabajo y referencia de una celda electroquimica. Esto se debe a que los potenciales aplicados
para cada sistema deben ser suficientes para que transcurra la reaccion redox del mismo, y
al potencial necesario para vencer el circuito RC (resistencia capacitor) presente entre el

electrodo y la solucion como se ilustra en la Figura 29.

—

Figura 29. llustracion de un circuito RC en solucion.

El potencial aplicado estaria dado por:
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Eaplicado = Eredox + Esin = Eredox + IR; (77)

donde, Ey.q0x Y Esin SON l0s potenciales necesarios para que transcurra la reaccion redox

1312
|

y para vencer el circuito RC respectivamente, “i” es la corriente que pasa a través del circuito
RC y Rs es la resistencia de la solucion (o resistencia no compensada). De esta forma,
sistemas electroquimicos que posean un valor de varios mV en el producto de iR, podrian
causar desde corrimientos engafiosos en los potenciales del sistema hasta el impedimento
redox del mismo. Para minimizar los efectos del circuito RC en las celdas electroquimicas
que emplean electrodos de tamafio convencional (de area del orden de 102 cm?), donde se
pueden registrar corrientes del orden de los mA (102 A), suele agregarse un exceso de
electrolito soporte que disminuya la resistencia de la solucién a unos pocos ohms (2) con lo
cual el producto iR; <1 mV. Sin embargo, cuando se intentan analizar sistemas
electroquimicos disueltos en solventes no polares, donde la Rs es del orden de los KQ, la
adicién de un electrolito soporte, no disminuye la resistencia de la solucion, ya que éste al
no poder disociarse no es buen conductor eléctrico (ademas son limitados los electrolitos
que se pueden emplear en solventes organicos). Por lo anterior, la forma méas adecuada de

[13%E]
|

poder realizar voltametria en medios resistivos es mediante la disminucion “i”” en el producto
iR, lo cual se logra mediante la reduccion del area del electrodo. Es por esto que cuando se
emplean UMES, los cuales tienen areas del orden de 10 cm?, es posible realizar voltametria

(132l
I

en medios resistivos, debido a que las “i”” correspondientes son del orden de los nA (10° A),
con lo cual el producto iR;<1 mV a pesar de que la resistencia del medio sea del orden de

los KQ.1%

11.3.2.5. Voltametria de onda cuadrada (VOC)

La voltametria de onda cuadrada es una técnica compleja que presenta mayor sensibilidad
y rapidez, comparandola con técnicas de barrido como la voltametria ciclica o lineal. La
VOC empez6 a adquirir importancia cuando aparece en el mercado instrumentos
comandados por computadoras. Esta técnica consiste en aplicar sobre el electrodo de trabajo
una modulacion de potencial en forma de onda cuadrada, combinando su amplitud (AEsw)

con un incremento de la onda (AEs), que se aplica con una frecuencia determinada (f).1®

En la Figura 30, se representa la funcion de perturbacion del potencial, caracteristica de

la técnica VOC; donde E; es el potencial inicial donde no ocurren fendmenos redox, AEsw
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es la amplitud de la onda, AEs es el salto de potencial, ti el tiempo de esperaa E;, tp el tiempo

de pulso y t el periodo luego de un ciclo.

t

Figura 30. Representacion esquematica de la funcién de perturbacion en términos de potencial en
funcion del tiempo de la onda cuadrada. Donde ti= tiempo de reposo, t,= es el tiempo de pulso, 7=
periodo, E= potencial de reposo, AEs = salto de potencial, AEsw= amplitud de potencial, puntos 1 y
2 pulso final de ida y vuelta.*®

La voltametria de onda cuadrada es una técnica de pulso. Su perturbacion consta de saltos
de potencial realizados en el tiempo, que permiten obtener su respuesta en corriente como lo

muestra la Figura 31.

v

00 ) o
E (V)
Figura 31. Voltagrama de onda cuadrada para una especie reversible R/O en ausencia de O en el

seno de la solucidén, donde A es la corriente diferencial neta, Y1 la corriente directa (de ida) y 1>
la corriente inversa (de vuelta).

Las técnicas electroquimicas como una nueva herramienta en el estudio de sistemas
organizados



Fundamentos teoricos y técnicas utilizadas 65

En la VOC la corriente (i) es muestreada justo antes de invertir el potencial como lo
muestran los puntos 1 y 2 al final del pulso de ida y vuelta respectivamente en la Figura 30,
lo que permite un registro diferencial de las corrientes de ida (1) y vuelta (y2) (ecuacion

78), llamado corriente neta (Ay).

AY =Py — P, (78)

En la Figura 31, se muestran los tres registros de corriente tedrica adimensional que se
obtienen en un experimento de voltametria de onda cuadrada para una especie reversible del
tipo presente en la ecuacion (38), donde su magnitud respectiva esta normalizada en funcion
de una escala de potencial normalizado respecto al £y ,, el valor de ésta es proporcional a la
concentracion de la especie. Esta corriente tiene importancia desde el punto de vista
electroanalitico ya que, suprime la corriente de blanco (capacitiva) y la hace muy sensible,
debido a que la corriente neta (Ay), es calculada restando la corriente inversa de la corriente

directa 1%

En la VOC la velocidad con que se realiza la perturbacion, es representada por la

frecuencia, calculada como la inversa del periodo, como se muestra a continuacion:
f= (79)
1
tp = ET (80)

Entendiendo la velocidad como el cambio de potencial (AEs) en el tiempo, esta es definida

como:

=2 =25 — AR (81)

T odt T

Es conveniente considerar la perturbacion como una serie de hemi-ciclos con indice m,

comenzando del primer pulso directo con m=1.
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m+1

Ep = E; — [Int ("32) — 1] AEs + (-1)™AEgy (82)

+1 f -, , ,
Param > 1, donde Int (mT) denota el truncamiento de la relacidn al nimero entero mas

alto. El balance Nernstiano en la superficie puede ser expresado para cada hemi-ciclo

como:1%®

_ Co(0,0) _

m= Coon = (Em — E%)] (83)

exp|

nF
RT

La solucion puede ser obtenida analiticamente. La corriente muestreada para el m-ésimo

hemi-ciclo es:
1/2 .«
_ NMFADR "Cp oy Qi—1-Qi
lm - 11'1/2t11,/2 i=1 (m_l-+1)1/2 (84)
donde:
£0; .
Q= 120, (i>0), Qo=0 (85)
1/2
Do
=(— 86
¢= () (86)

Los valores impares de m corresponden a las corrientes muestreadas en los hemi-ciclos
directos (ida) y los valores pares de m denotan las corrientes inversas (vuelta). El factor que

precede a la sumatoria en la ecuacion (84) es la corriente de Cottrell para un tiempo igual a

tp denominada aqui i, 1

_ nFapy*cy

l - —_—
n n1/2t11,/2

(87)

Se define la corriente adimensional muestreada ,,, para el m-ésimo ciclo como:
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im Qi-1—0Q;
P, = 2=y~ (88)

in =1 (m_i+1)1/2

La diferencia de corriente adimensional Ay, esta dada por la sustraccion.
Ay,
Ay, = ? =Ym — Pt (89)

Tomando inicialmente m como impar y donde m cubre solamente valores impares. El

voltagrama de corriente neta alcanza un pico cuando:
1/2
Ep_Ei); = E® + (RT/nF) In (3%) (90)
o

y tiene una corriente adimensional, Ay p, que depende de n, AEs y AEsw. Por lo tanto:

) nFADY?Ch
AlP - 1/2 1/2 A¢P (91)

De esta forma la respuesta de corriente de pico neta experimental se describe en términos

de una funcién corriente normalizada ().

1

2
P = nFAD? CR‘/) BC: ©92)

pn
(mtp)2

Donde ¢ es la funcion corriente normalizada, que estd relacionada con la forma

cualitativa de la onda voltamétrica y es funcion de (4Egy,, AEs).

Asociando las ecuaciones (79) y (80), despejando t, y reemplazando en la ecuacion (92)

la corriente de pico experimental puede expresarse como:

_ 2nFADY *Cyf1/?
lpn = 172

(93)
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De esa forma (i, < (tp)™"/%) 0 (ip, o« f1/2).1%

11.3.2.6.VVoltametria de onda cuadrada para procesos de electrodo con reacciones

quimicas homogéneas acopladas

Cuando un sistema, presenta un mecanismo EQ (electroquimico-quimico), estos
comprometen la reversibilidad del sistema, con lo cual, en la VOC, podria visualizarse la
corriente directa y no la corriente inversa. Por lo tanto, la contribucion de la corriente neta,

es semejante a la contribucidn de la corriente directa (Figura 32).

En términos generales la cantidad 1y es simple en concepto, pero matematicamente
complejay tipica de cada sustancia en particular. Afortunadamente, existen distintas técnicas
aritméticas que permiten calcular esta funcion, a tal punto que han sido detalladas para
distintos sistemas electroquimicos. En general los 1y ¥, se utilizan para el estudio de
mecanismos cinéticos, mientras que Ay es utilizada para determinaciones cuantitativas de la

especie de interés, 1

1.0+

-
v

Figura 32. Voltagrama de onda cuadrada para una especie R con complicaciones de tipo EQ, donde

AY es la corriente diferencial neta, Y1 la corriente directa (de ida) y 1 la corriente inversa (de
vuelta).

11.3.2.7. Electroquimica en Mls: Antecedentes

Los estudios en MIs por técnicas electroquimicas utilizando electrodos de tamario

convencional son dificiles de realizar, esto es debido al medio altamente resistivo que
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presentan las Mls, ya que las mismas estan formadas en solventes apolares.*’” Ademas, la
adicién de un electrolito soporte no favorece significativamente la conductividad del
sistema, debido a que los mismos generalmente no se disocian en los solventes organicos.
Por lo tanto, el uso de ultramicroelectrodos (UMES), es una estrategia apropiada para realizar
los estudios en Mls, ya que el uso de los mismos, reduce la influencia de la resistencia del
medio en la sefial electroquimica. Para estudiar los sistemas organizados mediante las
técnicas electroquimicas es necesario el uso de moléculas electroactivas como moléculas
pruebas. Las mismas, tienen como finalidad explicar sus propiedades y las del entorno que

las rodea, mediante su comportamiento redox.”®&

Estudios previos han sido realizados por nuestro grupo de investigacién en micelas
inversas de AOT y BHDC, utilizando [Fe(CN)s]*”*- como molécula prueba. Los estudios en
MIs de AOT muestran detalladamente el comportamiento electroquimico de la cupla redox
[Fe(CN)s]*”* a Wo =10 mediante la técnica de voltametria lineal (VL). Los resultados
obtenidos variando la concentracion de AOT muestran una respuesta anomala del valor de
la corriente limite (i), ya que, al no cambiar la concentracion de la molécula electroactiva
se esperaria que la i. fuera constante, pero los resultados muestran que la i aumenta con la
concentracion de AOT. Este comportamiento pudo ser explicado considerando que los iones
[Fe(CN)s]* con los contraiones de K*, forman pares ionicos en el interior micelar, lo cual
impide su descarga electroguimica y dicha asociacidon depende del contenido de agua en el
interior micelar. Este proceso de asociacion es favorecido cuando el nimero de ocupacién
de la molécula prueba es mayor a dos, debido a la baja disponibilidad del agua para la
solvatacion de los iones. A medida que el contenido de agua aumenta la solvatacion de los
iones es mayor y reduce el grado de asociacion, ya que los iones [Fe(CN)e]* libres migran
al corazon polar donde la respuesta electroquimica es cercana a la obtenida en agua pura.
Considerando que las Mls son sistemas monodispersos y que [Fe(CN)s]*"*" se distribuye en
las mismas segun la distribucion de Poisson, se propuso un modelo para explicar los
resultados experimentales. Este modelo permiti6 determinar la concentracion real de especie
electroactiva (no asociada con contraiones K*), el coeficiente de difusion micelar y el radio

hidrodinamico de las micelas.”

Por otro lado, también se realizo el estudio en MIs de BHDC con [Fe(CN)s]*"* como
molécula prueba variando la composicion del solvente externo (benceno: n-heptano) y la de
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surfactante, pero dejando constante el Wy y la concentracion de molécula prueba. Los
resultados obtenidos por técnicas de DLS vy electroquimicas muestran que el sistema,
agua/BHDC/benceno: n-heptano aumenta en tamafio con el aumento de la concentracion de
BHDC. Este comportamiento fue inesperado ya que para los sistemas agua/BHDC/benceno
el tamafo de los agregados es independiente de la concentracion del surfactante. Este
comportamiento obedece al cambio de solvente externo pues la mezcla benceno: n-heptano
tiende a facilitar la asociacion de las Mls para dar lugar a la formacion de clusters, y se
establece un equilibrio entre las Mls libres y los clusters. Con los datos obtenidos por DLS
y técnicas electroquimicas se propuso un modelo matemaético, con el cual se determing el
namero de agregacion de las Mls, el namero de MIs que forman los clusters y la constante
de transferencia de electrones heterogénea.®’ Con estos estudios se ha demostrado que las
técnicas electroquimicas presentan como una alternativa muy interesante para investigar
Mls, ya que dichos resultados no pudieron ser explicados por otras técnicas como las

espectroscopicas.

11.3.2.8. Electroquimica en vesiculas: Antecedentes

A diferencia de las micelas directas e inversas, las vesiculas son soluciones
microheterogéneas opalescentes, lo cual dificulta su caracterizacion por técnicas
espectroscopicas. Debido a esto, las técnicas electroquimicas se proponen como una
alternativa para la caracterizacion de estos sistemas. Cabe destacar que a diferencia de las
Mls, las vesiculas se encuentran dispersas en solucidn acuosa, por lo tanto, en estos sistemas
se utilizan para su caracterizacion electrodos de tamafio convencional ya que, es posible la
adicion de electrolito soporte. En nuestro grupo de investigacion se han realizado varios
trabajos donde se proponen las técnicas electroquimicas como una técnica nueva en el

estudio de la caracterizacion de vesiculas.12%138

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion, en vesiculas grandes
unilamelares (VGU) de DOPC, utilizando PRODAN como molécula prueba, permitieron,
mediante el empleo de la tecnica de voltametria ciclica (CV), estudiar el comportamiento
redox de PRODAN. Estos estudios permitieron observar que la bicapa incorpora el
monomero electroactivo de PRODAN, mientras que las especies agregadas quedan en la
fase externa acuosa. Se planted un modelo electroquimico que permitié determinar la

constante de reparto (Kp) entre el agua y la interfaz de la bicapa de DOPC y compararla con
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el obtenido por espectrofotometria. Ademas, se determino el coeficiente de difusion de la
vesicula y se compar6 con el obtenido por la técnica de dispersién dindmica de luz, con

resultados similares.'?

Por otro lado, se estudio el comportamiento del 1-naftol en agua y en VGU de DOPC por
las técnicas de voltametria de onda cuadrada y voltametria ciclica. En VGU de DOPC, el
comportamiento redox de 1-naftol muestra que la molécula se somete a un proceso de
particion entre dos pseudofases, el agua y la bicapa. La respuesta electroquimica del 1-naftol
permitio proponer un modelo para explicar los resultados experimentales electroquimicos.
Se determind el valor de la constante de particion (Kp) entre las pseudofases y el coeficiente
de difusion para las VGU de DOPC. Los resultados obtenidos en trabajos previos muestran
que las técnicas electroquimicas son una alternativa a las técnicas convencionales

comunmente utilizadas para la caracterizacion de estos sistemas.*®

I1.4.  Moléculas pruebas

El uso de moléculas pruebas para caracterizar el microentorno de los sistemas
organizados, es de gran utilidad para la comprensidn de los fendmenos que ocurren dentro
de estos sistemas.'®® Su localizacion e interaccion con el microentorno que las rodea son
importantes en la comprension de muchos fendmenos que suceden en el interior de los
agregados. La validez de la informacion obtenida depende principalmente de tres
factores: 142141 i) la ubicacion precisa de la molécula prueba, la cual debe ser conocida para
lograr exactitud en la informacion obtenida; ii) la concentracion de la misma, en lo posible
minima para evitar la perturbacion del sistema a estudiar y iii) la sensibilidad de la molécula
a cambios producidos en las propiedades del microentorno. En Mls las moléculas pruebas,
pueden dar informacién muy valiosa en cuanto a su flexibilidad, su capacidad donora o
aceptora de puente de H, propiedades relacionadas a su hidratacion, etc. En las vesiculas, las
moléculas pruebas se utilizan para comprender las propiedades que presentan las bicapas
como por ejemplo permeabilidad, carga superficial, micropolaridad, microviscosidad, o
como modelo en el estudio de la incorporacion de distintos tipos de compuestos en la

bicapa.?®
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En este trabajo, se propone utilizar las técnicas electroquimicas como una herramienta
para caracterizar los sistemas organizados, por lo que el uso de moléculas electroactivas
como moléculas pruebas es necesario. En este trabajo de tesis se propone utilizar como
molécula prueba en micelas inversas de AOT/n-heptano la hidroguinona (H2Q). La misma
es una molécula electroactiva y su potencial de oxidacion depende del valor de pH, de alli
el interés de estudiarla en MIs de AOT. Estos estudios podrian brindar informacion acerca
de la concentracion de H* en el interior micelar. Otra molécula prueba que se propone para
estudiar las VGU de BHD-AOT es el naftol (Nf). Este presenta emision de fluorescencia y
ademas es susceptible a ser oxidado, propiedades que permitiran su caracterizacion tanto por

técnicas espectroscopicas como electroquimicas.

A continuacion, se describen los aspectos mas importantes de las dos moléculas pruebas

utilizadas en este trabajo de tesis.

11.4.1. Hidroquinona (H2Q)

La hidroguinona (H2Q) es un compuesto fendlico cuyos pKa son 9.84 (H2Q) y 11.40 (QH"
).142-144 Esta molécula se encuentra ampliamente presente en la naturaleza y es importante
por el rol bioldgico que juega en el ciclo de la vida de los organismos vivos.!* La H2Q
presenta el tipico mecanismo de electrooxidacion de fenoles, donde estan involucradas
sucesivas transferencias de protones y electrones. Ademas, se ha demostrado que el
predominio en dichas transferencias depende de cada especie y es funcion de un nimero de
variables experimentales como el pH del medio, el potencial, el material del electrodo y el
solvente.'*® Dada la importancia de H2Q en sistemas bioldgicos durante muchos afios se ha
estudiado su comportamiento electroquimico,14% 143 144-151.152-1%6 qonde se ha discutido
ampliamente acerca de la reaccion de oxidacion de esta molécula. Se sabe que globalmente
dicha reaccion implica un intercambio de dos electrones y dos protones como se muestra en

la Figura 33.
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Figura 33. Mecanismo de electrooxidacion global de H2Q, condicionado por una constante ks y K.
Extraido de la ref.1s

La oxidacion electroquimica fue estudiada desde 1904, pero fue s6lo hasta 1952 donde
se determind su mecanismo de reaccion, utilizando un electrodo de platino.® Vetter
concluyd que dos reacciones diferentes y consecutivas de transferencia de electrones ocurren
en una amplia region de pH.'*2 En la Figura 34 se muestra el mecanismo de electrooxidacion
propuesto para un intervalo de pH entre 0 y 10. Donde H.Q primero pierde un electron, para
formar el radical cation que rdpidamente pierde un protdn, éste sufre una segunda oxidacién
seguida de una transferencia de protones, por lo que el mecanismo propuesto para H>Q es
un EQEQ (Electroquimico, quimico, electroquimico, quimico). Estos estudios
electroquimicos fueron corroborados por Ritchie, M. I. et al., el cual propuso que el
mecanismo de oxidacién por debajo de pH 10 en soluciones reguladoras consiste en la
transferencia de dos electrones y dos protones.*® Al graficar los potenciales de media onda

(E1/2) en funcion de pH, observaron una dependencia lineal, con una pendiente de 60

mV/por unidad de pH. 13616

OH OH 0 o
-e” -H* -e” -H*
+e” +H e +H*
OH OH OH OH

Figura 34. Mecanismo de electrooxidacion de H.Q. Extraido de la ref.1>

11.4.2. Naftol (Nf)

En este trabajo se utiliz6 como molécula prueba el 1-naftol (Nf) cuyo pKa en agua es
9.36.15718 Esta molécula presenta propiedades de emision de fluorescencia y ademas es
susceptible a ser oxidada, estas caracteristicas permitieron su estudio tanto por técnicas

espectroscopicas como electroquimicas. Se ha estudiado que los compuestos hidroxi -
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aromaticos como el Nf son fuertemente acidos en su estado excitado. EI Nf en agua a un
Aexc=300 nm absorbe luz, luego en el estado excitado transfiere rapidamente protones (pKa
0.5) y emite preferentemente desde la especie deprotonada, el naftolato (Nf ™). La cinética
de los procesos de emision y de transferencia de protones en el estado excitado del Nf han
sido ampliamente estudiados.®>"*%° En el Esquema 1 se muestra el diagrama de emision del
N fen solucion acuosa. De acuerdo a lo mostrado en este esquema en dicho medio a cualquier
pH, debido a que el pKa es pequefio, solo se observa la emision desde la especie deprotonada

*Nf~aun hemi @ 460 nm. ™’
% k] *
Nfy Nf-+ HY

~1

?\’Exi 300 nm ?\‘Emi 360 nm ?\'Emi 460 nm

Nf; Nf- + H*

Esquema 1. Diagrama de emision de 1-naftol en solucién acuosa.

Mishra y Mohapatra,'®® han estudiado el comportamiento del 1-naftol en vesiculas
formadas por fosfolipidos como el dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) vy
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). Su estudio demostré que cuando el Nf se encuentra en
presencia de vesiculas, éste se distribuye en dos ambientes distintos. Lo cual permitié
observar la emision de las especies *Nf a un Aemi @ 360 nm y del *Nf~a un Aemi a 460 nm.
Con el monitoreo en las bandas de emision del *Nf y el *Nf~, estudiaron los cambios

fisicoquimicos en las membranas de las vesiculas de DMPC y DPPC.

En nuestro grupo de investigacion se estudio el comportamiento del Nf en vesiculas de
DOPC, por espectroscopia de emision y técnicas electroquimicas, y se observo un
comportamiento muy similar al encontrado por Mishra y Mohapatra,*®® ya que en presencia
de las vesiculas de DOPC la banda de emision del *N f a Lemi =360 nm es observada, ademas
a medida que se aumentaba la concentracion de fosfolipido las bandas de emision a Aemi

=360 nmy a Aemi =460 nm, aumentaban en intensidad, esto se atribuyd a que el Nf presenta
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un proceso de reparto entre la fase acuosa y la bicapa de las vesiculas de DOPC. Estos
resultados permitieron determinar por primera vez, la constante de reparto del Nf en
vesiculas de DOPC por emision y compararlos con los resultados obtenidos por técnicas

electroquimicas.*®

Por otro lado, Nf es una molécula electroactiva que cumple con el mecanismo de
electrooxidacion propuesto para fenoles como se muestra en el esquema 2. Este mecanismo
puede ocurrir desde su especie neutra o desde su especie deprotonada de acuerdo al pH del

medio 136,146

[ )
OH o o o
e’
- e-
e—
,— R R
R 0 ) av)

Q k; k;

an Productos Productos

Esquema 2. Mecanismo de oxidacion general de fenoles, extraido de referencia. 4

El mecanismo de oxidacion mas simple del fenol es desde su ion fenolato (I1), el cual
pierde un electron pasando a radical fenol (111), este puede reaccionar para formar productos
0 puede sufrir una segunda oxidacion y pasar a ion fenoxonio (IV), por perdida de un
electron, esta segunda oxidacién se da de acuerdo a la estabilidad del ién radical. El otro
mecanismo que puede seguir el fenol es desde su estructura neutra (1), la cual por perdida de
un electrén puede oxidarse y formar el radical catiénico (V), esta es una especie fuertemente
acida, ya que sus valores de pKa estan ente 2 y 0,1%6:146 debido a esto el radical cationico se
deprotona rapidamente para formar el fenol radical (I11), que de acuerdo a su estabilidad, se
oxida a ion fenoxonio (IV) o forma productos. Estos productos formados a través de los
diferentes mecanismos carecen de actividad electroquimica (capacidad para oxidarse o
reducirse) en los intervalos de potencial cercanos a los que dieron su origen. Por ejemplo, el

radical fenol oxidado, en la mayoria de los casos es irreversible esto se da debido a la
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competencia cinética entre la formacion de productos, la velocidad y magnitud del potencial
de reduccidn. Debido a estas reacciones quimicas complejas en los mecanismos de oxidacion
de los fenoles, se puede decir que los potenciales de pico Ep, no solo dependen del pH del

medio, sino también de la concentracion de la especie electroactiva.'*®
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CAPITULO III:

I11. Metodologia experimental

I11.1. Reactivos, materiales y equipos

I11.1.1. Reactivos para los estudios electroquimicos de H2Q en Mls de AOT

El solvente n-heptano, de calidad HPLC con un 99.9% de pureza, se obtuvo de Merck®.
La hidroquinona (H2Q), con una pureza de 99% se obtuvo de Sigma-Aldrich. El surfactante,
NaAOT se obtuvo de Sigma-Aldrich (pureza >99%). Las soluciones reguladoras acuosas a
diferentes valores de pH se obtuvieron de Merck® y el Ka[Fe(CN)s] con una pureza de 99%,
se obtuvo de Mallinckridt. EI pH se ajusté con NaOH y HCI de Sigma-Aldrich (pureza >
99%).

I11.1.2. Reactivos para los estudios espectroscépicos y electroquimicos de Nf en VGU
de BHD-AOT

Las soluciones stock fueron preparadas utilizando cloroformo de calidad HPLC con un
99.9% de pureza de Sintorgan. La molécula prueba 1-naftol (Nf) con un 99% de pureza se
obtuvo de Sigma-Aldrich. Los surfactantes utilizados fueron el 1,4-bis (2-etil-hexil)
sulfosuccinato de sodio (NaAQOT) y el cloruro de bencil-dimetil-n-hexadecilamonio (BHDC)
de Sigma-Aldrich (pureza >99%). Para la sintesis del surfactante BHD-AQT, se utiliz6 como
solvente diclorometano de calidad HPLC con un 99.9% de pureza de Sintorgan. Se utiliz6
la enzima fosfatasa alcalina (AP) y el sustrato 1-naftilfosfato de sodio (1-NP) de Sigma-
Aldrich (pureza >99%). Como electrolito soporte se uso, LiClIO4 con una pureza de 99% de

Mallinckrodt y Fluka. El pH se ajusté con NaOH de Sigma-Aldrich (pureza > 99%).

Para todas las experiencias los surfactantes se guardaron bajo vacio sobre P2Os para
minimizar la presencia de agua. Se utiliz6 agua ultrapura obtenida de un equipo Labonco

90901-01. Para todas las experiencias se empled material de vidrio volumétrico tipo A.
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111.1.3. Técnicas, materiales y equipos

Los voltagramas lineales, se realizaron en un potenciostato AUTOLAB PGSTAT30,
controlado por GPES 4.8, se trabajé en un intervalo de potencial entre -0.2 y 1.2 V, a una
velocidad de barrido de 0.010 V s. Los electrodos utilizados fueron: un ultramicroelectrodo
(UME) de disco de platino (Pt) de radio 1.40 x10°cm, como electrodo de trabajo, un
electrodo de referencia Ag/AgCl y un electrodo de Pt de gran area como contraelectrodo.
Antes de cada experiencia en Mls el electrodo de trabajo fue pulido, lavado y posteriormente
se registraron VL en una solucion de Ks[Fe(CN)e] de concentracion conocida hasta la
obtencion de superficies con areas reproducibles. El electrodo de referencia Ag/AgCl, se
midio periddicamente contra un electrodo de calomel saturado para verificar su correcto

funcionamiento.

Los voltagramas de onda cuadrada y ciclica, fueron tomados con un potenciostato
AUTOLAB PGSTAT30, controlado por GPES 4.8, utilizando una celda de tres electrodos.
Los parametros utilizados en los VOC fueron: amplitud de potencial (AEsw) de 0.025 V, un
incremento de potencial (AEs) de 0.005 V y una frecuencia (f) de 20 Hz. El electrodo de
trabajo fue, un disco de platino (Pt) (area = 0.126 cm?), el cual fue pulido y lavado de tal
forma que se obtuvieron superficies con areas reproducibles. Se emple6 como electrodo de
referencia Ag/AgCl, como contra electrodo uno de Pt de gran area y como electrolito soporte
una solucién 0.05 M de LiClO4. Para la voltametria ciclica se trabajé en un intervalo de
potencial entre 0.0 y 1.2 V, a una velocidad de barrido de 0.50 V s, los electrodos utilizados

fueron los mismos que se utilizaron para VOC, al igual que el electrolito soporte.

Las experiencias por espectroscopia de absorcidn se realizaron en un equipo Shimadzu
2401, con una celda de paso Optico de 1.0 cm. Para las experiencias de absorcion realizadas
en vesiculas se acopl6 una celda de reflectancia difusa (esfera integradora) que permitié
eliminar el efecto de dispersion de la luz causado por la turbidez de las soluciones. Las
experiencias de emision fueron realizadas en un equipo Spex Fluoromax con una celda de
paso optico de 1 cm. El didmetro de las vesiculas, fue obtenido en un equipo de dispersion
dindmica de luz (ligth Scattering Malvern 4700), equipado con un laser de ion Argon
(A=488nm). Todas las medidas fueron realizadas a un angulo de dispersion de 90°. Para

realizar las medidas de las soluciones vesiculares, primero se filtr6 5 veces la solucion de
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LiClO4 (0.05M), utilizando filtros Varian Nylon-66 de tamafio de poro 0.46 um (Sigma-
Aldrich) con el fin de eliminar cualquier particula que causara error en la medicion,
previamente filtrada la solucion de LiClOg, se coloco en una celda de cuarzo con paso optico
de 1 cm y se adiciond aproximadamente 10 uL de solucion vesicular. Se realizaron 30
medidas y se informo el resultado que presentara el menor indice de polidispersidad. Los
valores de pH fueron medidos con pH-metro Radiometer PHM64 calibrado con soluciones
amortiguadoras. Todos los experimentos se realizaron a 25.0 £ 0,1 °C y los calculos y

analisis de los resultados fueron realizados con OriginPro 8.0.

I11.2. Sintesis del surfactante cataniénico BHD-AOT

La sintesis del surfactante catanionico 1,4-bis (2-etil-hexil) sulfosuccinato de bencil-
dimetil-n-hexadecilamonio, BHD-AOT (Figura 35), se realiz6 por el método de extraccion.?’
Se prepararon soluciones en dicloroetano del surfactante anionico AOT y del catidnico
BHDC (solvente en el que ninguno de los dos surfactantes forma micelas inversas), las
soluciones se mezclaron y se dejo la mezcla en agitacion por tres dias a temperatura
ambiente. La agitacion ayuda a la formacidn del surfactante catanidnico ya que durante este
proceso aparece un precipitado blanco, debido a la formacion de cloruro de sodio, que
proviene de los contraiones de los respectivos surfactantes, con lo cual en el nuevo

surfactante, el AOT termina siendo el contraion del BHD vy viceversa.

\ é?LHss
/\/Qﬂ SOSN*‘ \+ fs 0,
\ - . \¢ \/Q/\/ + NaCl¢

AOT BHDC BHD-AOT
Figura 35. Esquema de la reaccidn del surfactante BHD-AOT.

Para eliminar el cloruro de sodio se dejé decantar la solucion durante tres dias en frio.
Luego se separd la sal formada del surfactante y posteriormente se purificd. Esta purificacién
se realiz6 pasando el BHD-AOT a una ampolla de decantacion, donde se realizaron varias

extracciones con agua, manteniendo una relacion 1:100 con la fase organica. Una vez
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terminadas las extracciones, se evapora el dicloroetano utilizando presién reducida,
obteniéndose un liquido transparente, altamente viscoso, el cual se seca al vacio, durante

varios dias, hasta registrar peso constante, teniendo un rendimiento promedio del 88%.3:1%

I11.3. Procedimientos

111.3.1. Preparacion de las soluciones acuosas de hidroquinona (H2Q)

Se prepar6 una solucion stock 0.55 M de H2Q en H2O. Se transfirid a un matraz la
cantidad apropiada de la solucion para obtener una concentracion de H2Q aproximadamente
8.0x10 M, en soluciones reguladoras a diferentes valores de pH en un intervalo de 1.0 a
7.0.

111.3.2. Preparacion de soluciones de hidroquinona (H2Q) en micelas de AOT/ n-

heptano

Las soluciones micelares de AOT/n-heptano, fueron preparadas por pesada y dilucion
volumétrica. Se prepard una solucidn stock 0.55 M de H2Q en H20 y se adicion6 un dado
volumen de esta solucion a la mezcla AOT/n-heptano, para obtener una concentracion
1.0x102 M de H2Q dejando el sistema en un Wo=10.

Para los estudios del comportamiento electroquimico de H2Q en MlIs de AOT, se
realizaron tres experiencias: En la primera, se prepararon soluciones a diferentes
concentraciones de AOT y se dejo fijo el Wo (Wo=10) y la concentracion de H.Q (1.0x1072
M). En la segunda, se prepararon soluciones a diferentes concentraciones de H2Q y se dejo
fija la concentracion de AOT (0.1 M) y el Wo (Wo=20). En la tercera experiencia se
prepararon diferentes soluciones con una concentracion fija de AOT (0.1 M) y de H2Q
(1.0x102 M) y se vario el Wo. Para la variacion del Wo, se adiciond agua con una micropipeta
calibrada y el contenido de agua en el sistema se expres6 segun la ecuacién (2), como la

relacién molar entre el agua y la concentracion de surfactante.
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111.3.3. Preparacion de soluciones de hidroquinona (H2Q) en micelas de AOT/ n-

heptano/soluciones reguladoras

Las soluciones micelares de AOT en n-heptano, fueron preparadas por pesada y dilucion
volumétrica. Se prepar6 una solucién stock 0.55 M de H2Q en soluciones reguladoras a
diferentes valores de pH (1.60-12.14) y se adiciond un dado volumen de esta solucion a la
mezcla AOT/n-heptano, para obtener una concentracion 1.0x102 M de H2Q y H,O hasta

alcanzar un Wo=20.

111.3.4. Preparacion de soluciones de 1-naftol y 1-naftolato en LiClO4 0.05 M

Se prepard una solucion stock de Nf 0.01 M en cloroformo. Se transfirid a un matraz la
cantidad apropiada de la solucion para obtener una concentracion de Nf aproximadamente
1.0x10% M y 2.0x10 M. EI cloroformo fue evaporado con nitrdgeno gaseoso, luego se
enrasd con una solucion acuosa de LiClO4 0.05 M. Las soluciones de Nf ~se prepararon

siguiendo el mismo procedimiento y se modifico el pH con NaOH 0.5 M.

111.3.5. Preparacion de soluciones de 1-naftol y 1-naftolato en VGU de BHD-AOT

Las soluciones de BHD-AQOT se prepararon en una solucion de LiClO4 0.05 M, por
pesada y dilucion. Para encapsular el Nf dentro de las VGU de BHD-AOT, se prepar6 una
solucion de Nf 2.0 x102 M, para las técnicas electroquimicas y de 1.0 x10* M para las
experiencias por espectroscopia de absorcion y de emision, como se explico anteriormente
(Seccidn 111.3.4). Luego se pesd la cantidad suficiente de BHD-AOT para obtener una
concentracion final de 2.0 mg mL? y se adicion6 la solucion de LiClO4 (0.05 M) con Nf
(1.0 x10™* M /2.0x103 M) para formar la solucion de vesiculas, la cual se agité manualmente
hasta obtener una solucién opalescente. A diferencia de las soluciones de vesiculas
unilamelares formadas por fosfolipidos, las vesiculas de BHD-AOT se forman
espontaneamente sin aplicar tratamientos fisicos al sistema.>! Las diferentes concentraciones
de BHD-AOT se prepararon a partir de la solucion de BHD-AOT de 2.0 mg mL™?, diluyendo
con la solucion de LiClO4 (0.05 M) y Nf. Las soluciones de Nf ~ se realizaron siguiendo el

mismo procedimiento y se modificé el pH con NaOH 0.5 M.
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111.3.6. Preparacion de soluciones de 1-naftolato encapsulado en VGU de BHD-AOT

Para preparar las soluciones Nf~ encapsulado en VGU de BHD-AOT, se preparé una
solucion de Nf 2.0 x10° M, como se explico anteriormente (Seccion 111.3.4). Luego se peso
la cantidad suficiente de BHD-AOT para obtener una concentracion final de 2.0 mg mLt y
se adiciond la solucion de LiClO4 (0.05 M) a pH 10.75 con Nf 2.0 x10° M, previamente
preparada y se agitd manualmente hasta obtener una solucion opalescente. Una vez formadas
las VGU de BHD-AQT, se elimina el Nf~ presente en la fase acuosa externa. Para llevar a
cabo esto, se realiz6 una separacion a través de una columna de exclusion de tamafio, cuya
fase estacionaria estd compuesta por un polimero entrecruzado de dextranos (Sephadex G50)
y como fase movil una solucion de LiClO4 (0.05 M) a pH 10.75. Para realizar la separacion
se incorporan 2.0 mL de la solucion vesicular en la columna y se van recolectando
inmediatamente las fracciones en viales de 2.0 mL. A cada una de las fracciones se les midio
la turbidez por espectroscopia U.V, entre las longitudes de onda de 200 y 300 nm. Con los
resultados obtenidos por U.V se determin6 que la fraccion numero cuatro presenta mayor
concentracion de vesiculas (mayor turbidez). Con la fraccion nimero cuatro se realizaron
los voltagramas de onda cuadrada en el tiempo, con el fin de determinar la cantidad de Nf~

encapsulado en VGU.

111.3.7. Procedimiento experimental para el estudio de la cinética del 1-NP catalizado
por la enzima AP en VGU de BHD-AOT

Para el estudio cinético de la reaccion entre el sustrato 1-naftilfosfato de sodio (1-NP) y
la fosfatasa alcalina (AP) en VGU de BHD-AOT, se prepard una solucion stock 4.0 x10°M
de AP, en LiClO40.05 M a pH 10.75. Se transfirio a un matraz la cantidad apropiada de la
solucion de AP para obtener una concentracion de 1.0 x107 M. Luego se pesd la cantidad
suficiente de BHD-AOT para obtener una concentracion final de 2.0 mg mL™, a la cual se
le adiciono la solucion de LiClO4 con la enzima AP (1.0 X107 M) y se agité manualmente
hasta obtener una solucién opalescente. Después de formar las vesiculas, se debe eliminar la
enzima que no fue encapsulada en el interior de las VGU. Para ello se realiza el
procedimiento de separacion a traves de una columna de exclusion de tamafio, cuya fase
estacionaria esta compuesta por un polimero entrecruzado de dextranos (Sephadex G50) y
como fase movil una solucion de LiClO4 (0.05 M) a pH 10.75. Para realizar la separacion,

se incorporan 2.0 mL de la solucién vesicular en la columna y se van recolectando
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inmediatamente las fracciones en viales de 2.0 mL. A cada una de las fracciones se les midi
la turbidez por espectroscopia U.V, entre las longitudes de onda de 200 y 300 nm. Con los
resultados obtenidos por U.V se determind que la fraccion nimero cuatro presenta mayor
concentracion de vesiculas (mayor turbidez). A la fraccion nimero cuatro se le adiciono la
cantidad apropiada de solucion stock de 1-NP (0.01 M) para obtener concentraciones entre
7.45 x10™* M - 4.95 x10° M. Una vez adicionada la cantidad apropiada de solucion de 1-NP
sobre la fraccion numero cuatro, se realizaron los voltagramas de onda cuadrada entre 0.0 V
y 0.5 V con una AEsw de 0.025 V, un AEs de 0.005 V, a una f de 20 Hz por 60 minutos, cada
3 minutos aproximadamente. Cada voltagrama se realizd en las mismas condiciones y el
electrodo de Pt, se pulié y lavo para cada medida con el fin de mantener limpia la superficie

electroactiva del electrodo.

Para los estudios por espectroscopia de absorcion se sigui6 el mismo procedimiento, pero
se diluyd a la mitad la concentracion final de la solucion de VGU de BHD-AOT (1.0 mg
mL?). Luego de eliminar la enzima que no fue encapsulada en el interior de las VGU, a la
fraccion nimero cuatro se le adiciond la cantidad apropiada de solucién stock de 1-NP (0.01
M) para obtener una concentracion de 2.50 x10° M. Una vez adicionada la cantidad
apropiada de solucién de 1-NP sobre la fraccion nimero cuatro, se realizaron espectros de

absorcion en el tiempo, siguiendo la banda de absorcion del Nf~a Aaps=332 nm.
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CAPITULO IV:

IVV. Resultados y discusion

En este trabajo de tesis se estudiaron dos sistemas organizados, MIs de AOT/n-heptano y
vesiculas de BHD-AOT, ambos sistemas con propiedades fisicoquimicas diferentes. Los
resultados que se muestran a continuacion se encuentran divididos en dos secciones. En La
primera seccidn, se muestran los estudios concernientes al estudio electroquimico de H2Q
en Mls de AOT Yy los estudios de la caracterizacion de la transferencia de carga de H2Q en
Mls. En la segunda seccidn, se muestran los estudios electroquimicos y espectroscopicos del
Nf en VGU de BHD-AQOT vy la determinacion del coeficiente de permeabilidad del 1-NP en
este sistema. Todos estos estudios se realizaron para caracterizar sistemas organizados por
métodos electroquimicos como una alternativa a las técnicas convencionales de

caracterizacién de los mismos.

IV.1. Micelas inversas

En esta primera parte del trabajo de tesis se muestran los resultados concernientes al
estudio en MIs de AOT/n-heptano, utilizando como molécula prueba H2Q. Primero se
muestran los resultados de H2Q en agua a diferentes valores de pH, con el fin de corroborar
el comportamiento electroquimico de H2Q en los intervalos de pH propuestos para su estudio
en Mls. Con los resultados obtenidos se prosigue con el estudio electroquimico de H2Q en
Mls de AOT/n-heptano. Finalmente, se realiza la caracterizacion de la transferencia de carga
de H2Q en Mls.

IV.1.1. Comportamiento electroquimico de H2Q en agua por voltametria lineal

A continuacion, se muestran los estudios de H2Q en agua con la variacion del pH del
medio mediante la técnica de voltametria lineal (VL), usando un ultramicroelectrodo (UME)
de disco de Pt. La Figura 36, muestra el grafico correspondiente a la VL para H2Q en agua
pura con un UME de Pt, en ausencia de electrolito soporte. Como se observa el voltagrama
presenta un perfil en condiciones de estado estacionario. De dicho voltagrama se obtiene el

potencial de media onda (E, ;;), cuyo valor es aproximadamente de 0.34 V y el coeficiente
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de difusion de H2Q en agua (Dn2g) cuyo valor fue 1.74x10°cm? s, para un radio de 1.40
x10-°cm, una concentracion de H.Q=8x10° M y una i, = 1. 49x10° A, el cual fue calculado

empleando la ecuacion (58).

-9
1.5x10 Agua [HpQ] 8x10°M

1.2x10°

. 9.0x10™1

A

T 6.0x10™°

3.0x10™°

0.04— T r T
0.0 0.2 0.4 0.6

E (V) vs Ag/AgCI

Figura 36. Voltagrama lineal de H.Q en agua. [H2Q]=8x102 M, v=0.010 V s, electrodo de trabajo
UME disco de Pt.

Dada la dependencia de la transferencia de carga de H2Q con los cambios de pH del
medio, se estudia el comportamiento electroquimico de H2Q en soluciones reguladoras a
diferentes valores de pH, por VL. Este estudio se realizd con el fin de determinar los valores
del E;,, para cada valor de pH y compararlos con estudios previos informados en la
bibliografia.3¢1% En la Figura 37 se muestran algunos graficos correspondientes a la VL de
H2Q, en un intervalo de pH entre 1.0 y 7.0. Como se observa a medida que aumenta el valor
del pH en las soluciones, el valor del E1» se va desplazando a menores potenciales y las

[;, aumentan. Estos cambios en los valores de E;,, y las i, estan relacionados con el

complejo mecanismo de electrooxidacion de H2Q, el cual ha sido ampliamente estudiado.'#2
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Figura 37. Voltagramas lineales de H.Q a diferentes valores de pH. [H2Q]=8x10° M, v=0.010 V s°
! electrodo de trabajo UME disco de Pt.

En la Figura 38, se muestran los valores del E; ;, obtenidos experimentalmente en funcion
del pH del medio. Se observa claramente como los valores del E; /, exhiben una fuerte
dependencia con el pH. Con el fin de corroborar el mecanismo global de oxidacién mostrado
en la Figura 33, se realiz6 un ajuste lineal a los datos experimentales, del cual se obtuvo un
valor de pendiente de -0.061+ 0.001 V por unidad de pH. Este valor confirma que en este
intervalo de pH, H2Q presenta una transferencia de dos electrones y dos protones, lo cual

concuerda con lo obtenido por otros autores.421%

06l @ E,,=-0.061(V/unidad de pH) x pH +0.700
' @ 2_
a R™=0.9916

0.5+ 3

S Q

~ 04 9

—

L N
0.3 %

9
0.2 r
2 4 6 8
pH

Figura 38. Diagrama E12 vs pH de H2Q. [H2Q]=8x10" M, v=0.010 V s, electrodo de trabajo UME
disco de Pt. (e) puntos experimentales (—) ajuste lineal de los datos experimentales.

Las técnicas electroquimicas como una nueva herramienta en el estudio de sistemas
organizados



Resultados y discusion 92

Con los resultados, en solucion acuosa en los intervalos de pH propuestos, se prosigue
con el estudio en micelas inversas de AOT/n-heptano, los cuales se describen y discuten a

continuacion.

IVV.1.2. Estudio electroquimico de H2Q en micelas inversas de AOT

Para el estudio del comportamiento electroquimico de H>Q en Mls de AOT/n-heptano se
realizan tres estudios diferentes. En el primer estudio se varia la concentracién de surfactante
y se trabaja a Wo y concentracion de H2Q constante. Para el segundo estudio se varia la
concentracion de H2Q y se trabaja a concentracion de surfactante y el Wy constante. Para el
tercero, se varia el Woy se trabaja a concentracion de surfactante y H.Q constante. Estos
estudios se realizan con el fin de observar el cambio en el comportamiento electroquimico

de H2Q, cuando se encuentra confinada en las Mls.

El primer estudio realizado, fue la variacion de la concentracion de AOT, con el fin de
estudiar el comportamiento de H2Q al aumentar la concentracién de Mls. Este estudio se
Ileva a cabo para corroborar la posibilidad de un reparto de H>Q en presencia de las MlIs y
en consecuencia, poder inferir un posible sitio de localizacion de la misma. En la Figura 39,
se muestran los graficos correspondientes a los voltagramas lineales a diferentes

concentraciones de surfactante a Wo=10. Se observa que el valor del E;,, es

aproximadamente 0.53 V y practicamente no hay variacién en los valores de las i; obtenidas
para todas las concentraciones de AOT. Estos resultados podrian indicar que el aumento en
la concentracion de Mls no afecta la descarga electroquimica de H2Q y la misma en presencia
de las Mls no presenta un proceso de reparto; ya que si la misma estuviera dentro y fuera de
la Mls, se deberian considerar dos coeficientes de difusion en la ecuacion (58), lo cual

resultaria en un cambio en las i;.
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Figura 39. Voltagramas lineales de H.Q en MlIs de AOT a Wo= 10. [H2Q]=1x102 M, v=0.010 V s’
! electrodo de trabajo UME disco de Pt.

El segundo estudio realizado, fue la variacion de la concentracién de H2Q. Estos estudios
se realizan con el fin de determinar si H2Q, en presencia de las Mls, presenta procesos de
asociacion debido al confinamiento, que afectan la descarga electroquimica de la misma. En
la Figura 40, se muestran los graficos correspondientes a los voltagramas lineales para
diferentes concentraciones de H2Q a Wo=20. Se observa que el valor del E;/, es

aproximadamente el mismo. Ademas, los valores de las i, obtenidas incrementan con el

aumento de las concentraciones de H2Q.

10
6.00x10 Concentracion H,Q TiL
7.7x10° M
4 50X10_10 { —ssx0im
—— 10x10° M
- ——11x102 M
s: 3.00x10™° 12x10% M
1.50x10™
0.0041 = )

02 03 04 05 06 07
E (V) vs Ag/AgCI

Figura 40. Voltagramas lineales de H.Q en MIs de AOT variando la [H2Q]. Wo= 20, v=0.010 V s7,
electrodo de trabajo UME disco de Pt.
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En la Figura 41, se muestran los valores de la i; obtenidas experimentalmente en funcion de
la concentracion de H2Q. Se observa que los valores de i; son directamente proporcionales
a la concentracion de H2Q. Estos resultados indicarian que cuando H2Q se encuentra
confinada dentro de las Mls no sufre ningln proceso de asociacion consigo misma en el
intervalo de concentraciones estudiadas, como si sucede con otras moléculas electroactivas
confinadas en sistemas organizados.’”® Es decir, todas las moléculas de H2Q dentro de las

Mls son electroactivas.

55x10™°] i =4.3639x10"8(A/M) X [H,Q]
5 x10™ R2=0.9994 6
.UX é
< 45x10™A
|__I ?
4.0x10™°- 8
35x10"°1 o

8.0x10° 1.0x10™ 1.2x10°
[H,Q] (M)

Figura 41. Dependencia i. vs la concentracion de HxQ. v=0.010 V s, electrodo de trabajo UME
disco de Pt. (®) puntos experimentales (—) ajuste lineal de los datos experimentales.

Debido a que se ha demostrado que las MIs de AOT presentan diferentes propiedades
dependiendo del contenido acuoso,>®%%190-103 ge realiza el tercer estudio en Mls variando el
W, a una concentracion constante de AOT y de H2Q. En la Figura 42, se muestran algunos
graficos correspondientes a la descarga H2Q para diferentes valores de Woy [H2Q] constante.
Estos datos muestran que el agregado de agua dentro de las Mls afecta el comportamiento

electroquimico de la misma, ya que el valor del E;/, y la i, cambian a medida que se

aumenta la cantidad de agua dentro de las Mls.
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Figura 42. Voltagramas lineales de H,Q en Mls de AOT variando el W,. [AOT]=0.10 M
[H2Q]=1x102 M, v=0.010 V s, electrodo de trabajo UME disco de Pt.

En la Figura 43, se muestran los valores experimentales del E; /, para cada Wo. Se puede
observar que el valor del E; /, va disminuyendo con el agregado de agua. A Wo=10 el valor
del E;, es de 0.53 V'yaWo=25Yy 27, el E, es 0.35 V. Estos Ultimos potenciales son muy

cercanos al gue se obtiene en agua pura, cuyo valor fue de aproximadamente 0.34 V.

0.60

0.54 4 é

E1/2 (V)
o o
s S
N ©

,_o_‘
@

0.36 1 HZO pura é é N

0.30

Figura 43. Dependencia del E1, de HQ en Mls de AOT Sobre el Wo. [AOT]=0.10 M [H2Q]=1x10
2 M, v=0.010 V s, electrodo de trabajo UME disco de Pt.

Por lo tanto, los estudios realizados para H2Q en Mls de AOT, muestran: Primero, que la
concentracion de AOT, no afecta el comportamiento electroquimico de H2Q y la misma en

presencia de las Mls no presenta un proceso de reparto. Segundo, H2Q no sufre ningin
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proceso de asociacion en presencia de las MIs y todas las moléculas confinadas de H>Q son
electroactivas. Tercero, el mecanismo de electrooxidacion de H2Q se ve afectado con el

agregado de agua en las Mls (variacion del Wp).

Con el fin de comprender y analizar el comportamiento de H2Q en presencia de las Mls
variando el Wo, se graficaron los voltagramas lineales para las soluciones reguladoras a
diferentes valores de pH y para las Mls a diferentes Wo. En la Figura 44, se muestran algunos
voltagramas lineales experimentales obtenidos, de los cuales se evidencian tres aspectos:
primero, que las pendientes de los voltagramas en las MIs presentan un cambio con respecto
a los voltagramas lineales en soluciones reguladoras acuosas. Segundo, se observa una
tendencia creciente de la i, tanto en MIs a mayor Wo, como en soluciones reguladoras a

mayor pH. Tercero, a medida que se aumenta el Wo, los valores del E; , se hacen menos

positivos en los voltagramas lineales registrados en las Mls. Por ultimo, cabe resaltar que las
i;, correspondientes a los voltagramas lineales registrados en MIs son menores que en las
obtenidas en medio acuoso. Esto se deberia a que los coeficientes de difusion en el primer
caso son menores porque H>Q difunde hacia el electrodo dentro de la Mls. Analizar todos
estos aspectos podria brindar informacion para caracterizar la descarga de H>Q en las Mls.

5.0x10™°

—wyu
0| e
4.0x10 1 — w20
—Wy 25

-10
3.0x10 71 — W ¥
pH 1.60
pH 3.30

(o]

0] °
2.0x10 71 o pH40

o)

o]

i (A)

pH 4.90

1.0x10™4

00 02 04 06 08 10
E (V) vs Ag/AgCI
Figura 44. Voltagramas lineales de (o) H2Q en solucion acuosa a diferentes valores de pH

([H2Q]=8x10"° M) y (—) H2Q en Mis de AOT variando el W, [AOT]=0.10 M [H.Q]=1x10?% M.
v=0.010 V s, Electrodo de trabajo UME disco de Pt.
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IV.1.3. Caracterizacion de la transferencia de carga

Las técnicas electroquimicas han sido utilizadas para estudiar y comprender los procesos
de transferencia de electrones en muchos sistemas, por lo que son de gran ayuda para
comprender el comportamiento electroquimico de H2Q dentro de las MlIs de AOT. Como se
discutié anteriormente, H>Q presenta un mecanismo de electrooxidacion complejo que
depende del valor del pH del medio.'*® Los voltagramas lineales experimentales obtenidos
obedecen al mecanismo global de reaccion expresado en la Figura 33, donde H2Q transfiere
dos electrones y dos protones. Este mecanismo fue corroborado previamente con los estudios

realizados a diferentes valores de pH en solucién acuosa.

Como se discutié anteriormente, en la Figura 44 se muestran dos aspectos muy
importantes del comportamiento de H2Q en presencia de las Mls. Primero, un cambio en la
pendiente de los voltagramas lineales con respecto a los voltagramas en solucién acuosa. El
segundo aspecto, el desplazamiento del valor del E; ;, con el aumento de agua dentro de las
Mils. Estos resultados muestran que las Mls de AOT tienen un efecto termodinamico y
cinético sobre la transferencia de electrones de H2Q cuando se aumenta el Wo. El efecto
termodindmico se evidencia con el desplazamiento de los potenciales a valores menores con
el aumento del Wq (Figura 43), lo cual implica que el sistema necesita menos energia para
que la transferencia ocurra, es decir que es mas favorable termodindmicamente. En cuanto
al efecto cinético se evidencia en un cambio en las pendientes de los voltagramas en
presencia de las MIs, este cambio predice cuan rapida es esa transferencia electrénica con el
aumento del Wo. Estos cambios en los perfiles de corriente en funcion del potencial pueden
ser aproximados a un comportamiento cuasi reversible para la reaccién global de
transferencia de carga (Figura 33) y podrian ser descriptos a través de la ecuacion (76). La

determinacion de las constantes de transferencia (k°) los potenciales formales (E]9) y los

coeficientes de transferencia de carga (o) aparentes, serdn determinados para el mecanismo
global de reaccidn a través del analisis de los voltagramas lineales para cada Woen Mls y en

agua pura.

A cada voltagrama normalizado con respecto a la i; en Mls variando el Wo se le realiza
un ajuste no lineal con la ecuacion (76), este ajuste también se le realizé al voltagrama en

agua pura con el fin de comparar y analizar el efecto de las Mls sobre la descarga de H2Q.
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En la Figura 45, se muestra el voltagrama lineal normalizado de H>Q en agua pura, donde se
observa la comparacion de los datos experimentales, con el ajuste no lineal correspondiente,
empleando la ecuacion (76) para un sistema cuasi reversible. El ajuste muestra una buena
concordancia entre los datos experimentales y el ajuste no lineal. Este ajuste permitio

determinar los valores aparentes de E]9, k°y a, para H2Q en agua pura.

1.01 Datos experimentales i
O Datos tedricos

00 02 04 06 08
E (V) vs Ag/AgCI

Figura 45. Voltagrama lineal de H.Q 8.0 x10® M en solucién acuosa. V=0.01 V s?, (—) datos
experimentales (o) ajuste realizado con la ecuacion (76).

Se normalizo cada voltagrama de H>Q en Mlis de AOT a diferentes Woy se le realiza un
ajuste no lineal con la ecuacion (76). La Figura 46 muestra los voltagramas lineales
normalizados para cada Wy con su correspondiente ajuste no lineal, los cuales muestran una
excelente concordancia. En este caso como H2Q difunde junto con la micela, el valor del
coeficiente de difusion en la ecuacién (76) sera el de la Mls a un dado Wy, este valor fue
determinado previamente por técnicas electroquimicas por Molina, P.G. et al.” Se realizaron

los ajustes y se determinaron los valores aparentes del E]9, k°y a para H2Q en Mls de AOT

a diferentes Wy para la reaccion global.
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Figura 46. Voltagramas lineales de H>Q en Mls de AOT/n-heptano. [H2Q]=1.0 x10 M, V=0.01 V
s1, A) Wo=10, B) Wo=14, C) Wo=16, D) Wo=20, E) Wo=25, F) Wo=27. (—) datos experimentales
(o) ajuste realizado con la ecuacién (76).

En la Tabla 3, se resumen los pardmetros obtenidos del ajuste para H2Q en agua pura y
en Mls de AOT. Como se observa, el valor del E]9 disminuye con el aumento del Wo, lo que
sugiere que el entorno de H>Q cambia al aumentar el Wo. Ademas, se observa que el valor
del Ej? para los Wo >25 son muy cercanos al E}9 de H2Q en agua pura. Esto indica que H2Q

a Wo> 25 necesita menos energia para su descarga. Otro de los cambios observados es la
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disminucion de la constante de transferencia (k°) aparente en Mls. Estos valores del orden
de 10 cm st indican que la transferencia de electrones de H2Q se ve dificultada cuando se
encuentra confinada, ya que estos valores son menores al obtenido en agua pura donde la
molécula difunde sola hacia el electrodo. En cuanto al coeficiente de transferencia a los
valores para todas las experiencias fueron mayores a 0.5, lo cual indica que la reaccién se ve
favorecida en un solo sentido, esto posiblemente se deba al complejo mecanismo de

electrooxidacion de la misma.*6

Tabla 3. Datos del ajuste de los diferentes voltagramas lineales para H.Q en Mls y en agua pura con
la ecuacion (76).

Wo E} (V) k° (cms?) a

10 0.299 0.005 0.80
14 0.297 0.008 0.75
16 0.289 0.010 0.75
20 0.253 0.009 0.75
25 0.209 0.010 0.75
27 0.205 0.009 0.75
HZO 0.197 0.224 0.75

Con los datos obtenidos se determind que el agregado de agua a la Mls, genera un
desplazamiento en el valor del E?, lo cual es un comportamiento observado para H2Q cuando

se modifica el valor de pH del medio. Por lo tanto, estos resultados podrian indicar que,
posiblemente, H>Q dentro de MIs se encuentra monitoreando los cambios asociados al
confinamiento del agua, ya que los valores del E]9 aparente a Wo>20 presentan valores
similares al obtenido en agua pura. Estudios previos realizados en Mls de AOT con
diferentes fenoles pueden ayudar a resolver la incognita en cuanto a cual es la ubicacion de
H2Q dentro de las Mls, ya que estos estudios demostraron que la especie mas estable dentro
de las Mls es la forma no ionizada de los fenoles.% Seguin los autores, esto se debe a la
fuerte interaccion de puente de hidrégeno del AOT con los fenoles, que indistintamente de

la [H*] en el medio acuoso la especie presente encontrada es la no ionizada.%®

Para tratar de dilucidar esto en nuestro sistema, se realiza una experiencia a Wo= 20,
donde se varia la concentracion de H™ dentro de MlIs con soluciones reguladoras. Se trabajo
a pH aparente bajo (1.60) y alto (12.15) y se realizaron los respectivos voltagramas lineales.
En la Figura 47, se observan los voltagramas lineales a los pH aparentes de 1.60, 12.14, y en
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agua pura. Como se puede observar, la fuerte modificacién del pH aparente dentro de la
micela no se traduce en un marcado desplazamiento del valor del E; , en los voltagramas.
Es sabido que H2Q en medio &cido se descarga a potenciales por encima de 0.5 V' y en medio
basico por debajo de los 0.1 V.1%2 En este caso, como puede observarse en la Figura 47, tanto

en medio basico como en medio &cido, H2Q se descarga alrededor de 0.35 V.

1.0 Buffer(1.60)/AOCT/Hp
— Agua/AOT/Hp
— Buffer(12.15)/A0T/Hp
0.8+
0.6+
=
=041
0.2+
0.0+

02 03 04 05 06
E (V) vs Ag/AgCI

Figura 47. Voltagramas lineales de H.Q en Mls de AOT a Wy= 20 a diferentes valores de pH.
[H2Q]=1x102 M, v=0.010 V s, electrodo de trabajo UME disco de Pt.

Esta nueva evidencia da informacién de la posible ubicacién de la molécula. Con todos
los resultados obtenidos en el desarrollo de todas las experiencias se podria argumentar que
la misma se encuentra cerca a la interfaz de la Mls por las siguientes razones: a Wo=10 donde
se sabe que el agua confinada se encuentra en su mayoria como agua “unida”, el valor del
E;, es de 0.53 V. En medio homogéneo este valor de potencial corresponde a un valor de
pH muy bajo, por lo tanto, esto indicaria que H2Q se encuentra cerca de la interfaz y la misma
es acida y hay una fuerte interaccion a través de puente de hidrdégeno de H2Q con la

interfaz.106

Para interpretar la relacion entre el Wo y el pH del medio en Mls, se graficaron los valores
aparentes de pH para cada Wo como se muestra en la Figura 48. Para construir este gréfico,
se utilizo la ecuacion de la recta (Figura 38) que relaciona el E; ,, con el pH en solucion
acuosa. Luego se reemplazaron los valores obtenidos del E;,, para cada Wo (Figura 43) en
dicha ecuacion, con el fin de determinar el valor correspondiente de pH para cada valor de

Wo. En la Figura 48, se observa que a Wo=10, el valor de pH seria aproximadamente 2.75,
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este valor indicaria que H2Q se estaria comportando como si estuviera en un medio acido.
Por lo tanto, H>Q deberia estar ubicada en la interfaz e interactuando a través de puente de
hidrogeno con el surfactante como se muestra en el Esquema 3. Esto le proporciona a H2Q,
una interfaz rica en protones y por lo tanto a este valor de Wo, la molécula pareceria que se
encuentra monitoreando un pH correspondiente aun medio acido. 88:8993.106.161-163 - Gtrq
cambio que se observa en la Figura 48, es que a medida que aumenta el Wo, el valor del pH
aumenta y el medio se hace menos acido, esto posiblemente se deba a que las moléculas de
agua “libre” empiezan a aumentar dentro de la laguna acuosa de la micela, otorgandole a la

misma un valor aparente de pH=5.85 cuando la micela presenta valores de Womayores a 25.

25+

201

104

24 30 36 42 48 54 60
pH

Figura 48. Dependencia del Wovs pH en Mis de AOT (e) puntos experimentales (—) linea de guia.
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Esquema 3. Representacion de la interaccion de puente de hidrégeno entre H,Q y la interfaz de las
Mils.
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Por lo tanto, los cambios que se observan en los valores del E, ,, al aumentar el Wo se

deben posiblemente a que H>Q dentro de las Mls se encuentra monitoreando los cambios

asociados al confinamiento del agua.

Estos resultados son de gran interés ya que brindan informacion respecto al microentorno
que ven las moléculas pruebas cuando estan confinadas a un dado Wo y que son de mucha
importancia en reacciones de catalisis quimica, enzimologia micelar o sintesis de

nanoestructuras.
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IV.2. Vesiculas grandes unilamelares de BHD-AOT

En esta seccion se muestran los resultados correspondientes al estudio en vesiculas
grandes unilamelares (VGU) de BHD-AOT, utilizando Nf, como molecula prueba. En
primera instancia se estudia el comportamiento del Nf por espectroscopia de absorcion,
emision, voltametria de onda cuadrada (VOC) y por voltametria ciclica (VC), a diferentes
valores de pH en medio homogeneo, con el fin de determinar por un lado, las especies
presentes a cada valor de pH y por el otro, su comportamiento espectroscopico y
electroquimico. Posteriormente se prosigue con el estudio del Nf en VGU de BHD-AOT
por técnicas electroquimicas y por espectroscopia de absorcion con el fin de determinar la
constante de reparto del Nf vy el coefiente de difusion de la vesicula. Ademas, se muestran
los estudios del Nf en VGU de BHD-AOT por espectroscopia de emision para obtener la
constante de equilibrio acido-base del Nf en el estado excitado. Finalmente, se muestran los
estudios de la determinacién de la permeabilidad del 1- naftil fosfato de sodio (1-NP) a través
de la reaccion enzimatica con la enzima fosfatasa alcalina (AP) en el interior de las VGU de
BHD-AQT.

IV.2.1. Estudio del Nf en solucion acuosa de LiClO4

IV.2.1.1. Estudio del comportamiento del Nf y Nf~ en solucién acuosa de LiClO4

por espectroscopia de absorcion

Se estudio el comportamiento espectroscopico del Nf y Nf~, a los fines de caracterizar
estas moléculas prueba en medio homogéneo, ya que este medio sera utilizado
posteriormente en la preparacion de las vesiculas. En la Figuras 49 y 50 se muestran los
espectros de absorcion del Nf y Nf~ obtenidos en solucion acuosa de LiClO40.05 M, los
cuales muestran el méaximo de absorcion para el Nf en Amax 290 nmy del Nf~ en Amax 332

nm.
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Figura 49. Espectro de absorcion del Nf (habs=290 nm); [Nf]=1.0x10*M en [LiClIO4]=0.05 M,
pH=6.40.
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Figura 50. Espectro de absorcion del Nf~ (Aaps=332 nm); [Nf ~]=1.0x10*M en [LiClO4]=0.05 M,
pH=10.75.

En las Figuras 51 y 52 se muestran los graficos correspondientes a la variacion de la
absorbancia en funcién de la concentracion de Nf y el Nf ~realizados con el fin de obtener
el coeficiente de absortividad molar (g;) para cada especie en solucion acuosa de LiClO4
0.05 M. De la regresion lineal de los datos experimentales se obtiene el valor del & con un
valor de 4233.22 L moltcm™ parael Nf y 6350.90 L moltcm™ parael Nf~.
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Figura 51. Ley de Lambert y Beer a Aass 290 nm del Nf a pH=6.40 (®) puntos experimentales (—)
ajuste lineal de los datos experimentales.
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Figura 52. Ley de Lambert y Beer a Aans 332 nm del Nf~ a pH=10.75 (®) puntos experimentales (
—) ajuste lineal de los datos experimentales.

IV.2.1.2. Determinacion del diagrama de distribucion de especies del N f en solucion

acuosa de LiClO4 a diferentes valores de pH por espectroscopia de absorcion

A continuacion, se presentan los resultados del estudio del equilibrio &cido-base del Nf
obtenido variando el pH del medio. Para ello, se determind experimentalmente el valor del
pKadel Nf en LiClO4 0.05 M, por espectroscopia de absorcion, con el fin de corroborar si
el valor del pKa del Nf en presencia de la sal de LiClO4 era diferente al obtenido en ausencia
de la sal.1571%8.160 para determinar el pKa por espectrofotometria se necesitan los espectros

del Nf a diferentes valores de pH (Figura 53) segun las siguientes condiciones: un espectro
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cuyo pH sea tal que la forma disociada del Nf sea la especie predominante (pH 11.46), un
segundo espectro en que la especie predominante sea la forma no disociada (pH 2.84) y otro
espectro a valores de pH intermedio, de manera tal que ambas formas se encuentren

presentes y en equilibrio.

En la Figura 53, se muestran los espectros de absorcion del Nf (1x10* M) obtenidos
variando el pH, los cuales permitieron determinar el valor del pKa, a través de los valores de

absorbancia a cada pH.

0.6-

o
~

o
N

Absorbancia (u.a)

0.0 '
250 300 350 400

A (nm)

Figura 53. Espectros de absorcion del Nf a diferente pH; [N f]=1.0x10*M en [LiClO4]=0.05 M.

Como se observa en la Figura 53, a valores de pH por debajo de 6.40, solo se presenta
una banda de absorcion a Aabs 290 nm, la cual corresponde a la especie neutra del naftol
(Nf). A valores de pH entre 9.0 y 10.0 se observo que la banda de absorcion a Aaps 290 nm
empieza a disminuir en intensidad y empieza a aparecer una segunda banda a Aaps 332 nm
que corresponde al naftolato (Nf~). Cuando se aumento el pH por encima de 10.50 se
observo que la banda a Aaps 290 nm desaparece y solo se observd la banda de absorcion a
Aabs 332 nm, donde la especie presente es el Nf~. Estos resultados indican que la
concentracion total se distribuye solamente entre el Nf y el Nf~. A través de los espectros
a diferentes valores de pH se determina el valor del pKa, donde el equilibrio acido-base para

el Nf se puede expresar segun la siguiente ecuacion:
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Nf = Nf~+H Ko =0 (94)

Aplicando la funcién -log a la ecuacion (94) se obtiene:

N
—logK, = —log [H*] — log % (95)

Renombrando términos la expresion se expresa como:

=pH — LU
PK, =pH —log - (96)

Aplicando la ley de Lamber -Beer para cada una de condiciones se tiene que:

(pPH =11.46)  Aj332 = €332[Nf7] = €332C11 97)
(pH = 2.84) Aj200 = €290[Nf] = €390Cr2 (98)
(PH=9.14) A3 = £335[Nf7] + £290[Nf] (99)

donde, Cr;1 Y Cr, SON la concentracion de Nf~ y Nf respectivamente. Luego remplazando

en la ecuacion (99) los valores de la ecuacién (97, 98) se obtiene la ecuacion (100).

Ay = 232y p-] 4 fa20 g (100)

Cr1 Cr2
A un pH intermedio, se expresa la concentracion de Nf y Nf~ como se muestra en la
ecuacion (101) donde X, es la fraccion de sustancia protonada y Cr es la suma de la

concentracion de Nf y Nf —.

x=M  q-x =01 (101)
Cr Cr

Remplazando los valores de la ecuacion (101), en la ecuacion (100), se obtiene la

ecuacion (102).

Az = Ajz90X + Aj332(1 — X) (102)

Despejando X de la ecuacién (102), se obtiene la ecuacion (103)
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_ (A3-4;3332) (103)

(A2290—42332)

Utilizando la ecuacién (103), y sabiendo que la relacion del Nf/Nf_, se expresa segun

la ecuacion (104), se obtienen las ecuaciones (105, 106), que relacionan el pH con la

absorbancia.

[Nf] X

Nf1 . a-X) (104)
b's
pH = pK, — log o (105)
_ _ (A3—A;332)
pH = pK, — log Arzea—ra) (106)

. . Az—A
En la Figura 54, se muestran los valores experimentales de pH vs el log H ,alos
129043

cuales se les realiz6 un ajuste lineal para obtener un valor del pKa de 9.27 en LiCIO4 0.05
M. Este valor de pKa es similar al reportado en bibliografia para el Nf en solucion

aCU058.157'158'160

11

104 Q

pH

9

6 L] L] L] L] L L]
-32 -24 -16 -08 00 08 16

log (A3-A)332)/(A290-A3)

Figura 54. Dependencia del pH sobre el log (As-Auss2)/(Aize0-As); [ Nf ]=1.0x10*M en
[LiClO4]=0.05 M. (-) Ajuste lineal. Datos experimentales (®).
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En la Figura 55, se muestra el diagrama de distribucion de especies del Nf y Nf~, este
diagrama se realiza con el valor del pKa que se determin6 anteriormente y utilizando la

ecuacion (96), esto con el fin de saber cudl especie esta presente a un dado pH.

pH 10.7F

o 5 pH 6.40

> 9.0x10"1

p—

=

N P

< 6.0x10°1 -

& [N/

= | — LN

¥ 3.0x10°-

=

S 3%

H 6.40 270

0.0- P pH 10.75

2 4 6 8 10 12

Figura 55. Dependencia la concentracion de Nf y Nf~con el pH, [ Nf ]=1.0x10*M en
[LiCIO4]=0.05 M.

Se pudo establecer segun el diagrama (Figura 55), que a pH de 6.40, solo esta presente el
Nf y a medida que se aumenta el pH entre 8.0 y 10.0 las dos especies el Nf y Nf~ se
encuentran presentes. Conforme el pH aumenta, se observa que la presencia de la especie
neutra disminuye y a pH 10.75 la presencia del Nf es apenas un 3%. De acuerdo a lo

anterior, en las medidas realizadas a pH 10.75 la especie que predominaesel Nf ™.

A fin de complementar la caracterizacién espectroscopica del Nf, se continGa con el

estudio por espectroscopia de emision en solucién acuosa de LiClOa.

IV.2.1.3. Estudio del Comportamiento del Nf en solucién acuosa de LiClO4 por

espectroscopia de emision

El Nf presenta un pKa de 9.27 en el estado fundamental y segun bibliografia un pKa
de 0.5 en el estado excitado.'5"160164 | os estudios por espectroscopia de emision se
realizaron a pH de 6.40 donde el Nf se encuentra en el estado fundamental como
molécula neutra y a un pH de 10.75 donde la especie predominante es la deprotonada
(Nf7). En la Figura 56, se muestran los espectros de emision del Nf y Nf~ en LiClO4
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(0.05 M). Se observa en ambos espectros que a un Aemi de 460 nm es la especie
deprotonada excitada (*Nf ™) la que emite y no la especie neutra excitada (*Nf) a Aemi
360 nm. Esto se debe a que en el estado excitado el pKa es 0.5, mientras que en el estado
fundamental es de 9.27. Este valor de pKa del estado excitado produce que la emision del
*Nf sea extremadamente baja y la emision ocurra casi exclusivamente desde el *Nf~a
Aemi 460 nm. Con estos resultados se puede inferir que a cualquier pH en solucion acuosa

la especie presente en el estado excitado es el *N f~,157:160

4.0x10' a
3.2x10'
2.4x10’ 1
1.6x10’1

8.0x10°

o
o

Intensidad de Fluorescencia (u.a)

350 400 450 500 550
A (nm)

Figura 56. Espectros de emision del Nf y Nf~ (Aexe=300nm) [Nf]=1.0x10*M en LiClO,=0.05M.
pH a) 10.75 b) 6.40

Hasta el momento se ha descripto el comportamiento del Nf en solucién acuosa de
LiClO4, por técnicas espectroscopicas y se determind el valor del pKa por espectroscopia de
absorcién para las condiciones experimentales propuestas. A continuacion, se muestran los
estudios por técnicas electroquimicas en solucion acuosa con el fin de estudiar el

comportamiento electroquimico del Nfen este medio.

IV.2.1.4. Estudio del Comportamiento electroquimico del Nf en solucién acuosa de
LiClOa4 a diferentes valores de pH por VCy VOC

Los estudios llevados a cabo por VC y VOC se realizaron segun las condiciones
descriptas en la seccion 111.3.4. En la Figura 57, se muestran los voltagramas ciclicos del Nf
(2.0x10° M) en LiClO40.05 M variando el pH del medio con una velocidad de barrido de
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0.50 V st. Como se observa, cada voltagrama presenta diferentes valores de potenciales de
pico de oxidacion, ya que se conoce que el Nf presenta un mecanismo de electrooxidacion
como el que se muestra en el Esquema 2 (Pagina 75) correspondiente a un fenol, donde la
oxidacion del mismo puede ocurrir desde su especie neutra o desde su especie deprotonada

de acuerdo al pH del medio.*3¢4¢

pH
1.2x10™4 —6.40

000 025 050 075 1.00 1.25
E (V) vs Ag/AgCl

Figura 57. Voltagramas ciclicos del [Nf]=2.0 x10° M en [LiClO4]=0.05 M a diferentes valores de
pHa0.50V st

En la Figura 57, a pH 6.40 se observa un pico de oxidacion aproximadamente cercano a
0.50 V correspondiente a la oxidacion de la especie neutra. A este valor de pH se espera que
el Nf pierda un electron y se oxide para formar el radical cationico, el cual es una especie
fuertemente acida, que se deprotona rapidamente para formar el fenol radical y generar
productos.#® A pH 10.75, donde la especie predominante es el Nf~ (Figura 57), se observa
en el voltagrama ciclico, un solo pico de oxidacion a 0.25 V aproximadamente. A este valor
de pH la especie deprotonada, el Nf~, se oxida al radical fenol y reacciona para formar
productos.’#® En el voltagrama a pH 9.01 se observan dos picos de oxidacion, un pico a 0.25
V aproximadamente, el cual corresponde al Nf~ y otro a 0.65 V que corresponde al Nf. A
este valor de pH, el cual es cercano al pKa del Nf, se muestran las dos especies presentes en
el equilibrio. Con estos resultados y los obtenidos por espectroscopia de absorcion se
observa, que a pH 6.40 practicamente no hay presencia del Nf~ y a pH 10.75 la especie que
predomina es el Nf~, como se muestra en el diagrama de distribucion de especies (Figura
55). Otra informacion que se obtiene de analizar los voltagramas a diferentes valores de pH,

es que cuando se invierte el barrido de potencial en los intervalos de potencial estudiado para
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cada pH, no se observa la sefal de reduccion del correspondientes, lo que indicaria que
ambas especies presentan un mecanismo de oxidacién complejo y experimentan reacciones
quimicas acopladas a la transferencia de carga, que dan como resultado productos no
electroactivos en el intervalo de potencial estudiado. A continuacion, se muestran los
resultados obtenidos realizando el mismo estudio pero utilizando la técnica de VOC (Figura

58) para corroborar lo encontrado por VC.

En la Figura 58 se muestran los voltagramas de onda cuadrada del Nf a diferentes valores
de pH en LiClOs4. A pH 6.40, se observo una sefial de oxidacion a un potencial de pico (Ep)
de 0.50 V aproximadamente, que corresponde a la especie neutra (Nf), y a pH 10.75, el
voltagrama presenta una sefial de oxidacion a un Ep de 0.25 V, que corresponde al Nf ~. Por
ultimo a pH 9.01 se observan dos sefiales de oxidacion, la primera con un valor de Ep de

0.20 V, y la segunda con un valor de E de 0.60 V aproximadamente.

5.0x10° 1 pH
—_—6.40
5 | 9.01
4.0x10 1075

< 3.0x10°1
I

2.0x10°
1.0x10°
0.0 —_—l :
0.25 0.50 0.75 1.00
E (V) vs Ag/AgCI

Figura 58. Voltagramas de onda cuadrada del [Nf]=2.0x10° M en [LiClIO4]=0.05 M a diferentes
valores de pH, Es=5mV, Esw =25 mV y f = 20Hz.

Estos resultados por VOC concuerdan con los obtenidos por VC (Figura 57), ya que de
acuerdo a la especie que se encuentre en solucién, la misma presentara una sefial de
oxidacién a un dado potencial. Dado que la VOC, es una técnica electroquimica que presenta

mayor sensibilidad y rapidez, sera la técnica utilizada en los estudios posteriores.
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IVV.2.2. Estudio en vesiculas grandes unilamelares de BHD-AOT

IV.2.2.1. Determinacion del pKa en VGU de BHD-AOT

Este estudio se realiza en presencia de las vesiculas de BHD-AOT, con el fin de
corroborar que la presencia del surfactante no afecta el valor del pKa del Nf. En la Figura
59, se muestran los espectros de absorcion del Nf (1x10* M) variando el valor de pH del
medio en la vesiculas. Al igual que en medio homogéneo, estos resultados indican que la
concentracion total se distribuye solamente entre el Nf y el Nf~. Para determinar el valor
del pKa, se utilizaron los valores de absorbancia a cada pH, en VGU de BHD-AQOT vy las
ecuaciones descriptas en la Seccién IV.2.1.2.

0.4
pH
——2.365
— | ——6.401
g 0.3 ——6.678
= ——7.843
.8 ——0.887
2 02 ——10.015
s ——10.604
§ ——11.626
o] -
= 0.1
0.0 T T — e
250 300 350 400
A (nm)

Figura 59. Espectros de absorcion del Nf a diferente pH; [Nf]=1.0x10“ M en [LiClIO4]=0.05 M en
[BHD-AOT]=2.0 mg mL.

(Az3—Aj332)
(A1290—A3) ,

cuales se les realiz6 un ajuste lineal para obtener un valor de pKa de 9.26 en VGU de BHD-

En la Figura 60, se muestran los valores experimentales de pH vs el log alos

AOT. Este valor de pKa es similar al obtenido en medio homogéneo y al reportado en
bibliografia para el N f.1°71%8.180 por |o tanto la presencia del LiClO4y del surfactante BHD-

AOT no afectan el valor del pKa del N fen este medio.
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Figura 60. Dependencia del pH sobre el log (As-Auss2)/(Are0-As); [ Nf 1=1.0x10* M en
[LiClO4]=0.05 M en VGU de BHD-AOT. (-) Ajuste lineal. Datos experimentales (®).

A continuacidn, se muestran los estudios por espectroscopia de absorcion del Nf en VGU
de BHD-AQT, variando la concentracion del surfactante.

IV.2.2.1. Determinacion de la constante de reparto (K,) del Nfy Nf~ en VGU de

BHD-AOT por espectroscopia de absorcion

Los experimentos por espectroscopia de absorcion del Nf y Nf~ en las vesiculas de
BHD-AOT, se realizan empleando una concentracion constante de molécula prueba ([Nf]=
1x10* M) en LiClO4 0.05 M y variando la concentracion de BHD-AQT, entre 0.0 y 2.0 mg
mL1. Para los estudios de las soluciones de Nf~ se ajusta el pH con una solucién de NaOH
0.5 My se varia la concentracion de BHD-AOT entre 0.0 y 1.09 mg mL™. En las Figuras 61
y 62, se muestran los espectros de absorcion del Nf y Nf~, en los cuales se observa que a
medida que se aumenta la concentracion de BHD-AQOT, disminuye la absorbancia. Estos
resultados sugieren que el Nf y Nf~, presenta un proceso de particion entre la bicapa

lipidica de la vesicula y la fase acuosa externa.
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Figura 61. Espectros de absorcion del Nf (Aans=290 nm) a diferentes concentraciones de BHD-
AOT; [Nf]=1.0x10*M en [LiClO4]=0.05 M, pH=6.40.
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Figura 62. Espectros de absorcion del Nf ™ (hans=332 nm) a diferentes concentraciones de BHD-
AOT; [Nf ~]=1.0x10*M en [LiClO4]=0.05 M, pH=10.75.

Con los resultados experimentales se calcula la constante de particion K, a partir de los

cambios de absorbancia del Nf y Nf~.17 Para explicar estos resultados se utilizé el modelo
de la pseudofase.t” 113114 E| cual plantea la distribucion del Nf entre la bicapa y la fase

acuosa externa mediante la siguiente ecuacion:

BHD — AOT + Nf, = Nf, (107)

donde, BHD — AOT representa el surfactante utilizado para preparar las vesiculas, Nf;

representa el Nf en el solvente externo y Nf,, representa el Nf unido a las vesiculas.
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De esta manera se expresa la constante de reparto (K) segun la ecuacion (108):

_ [Nflu
K, = [Nf];[BHD—AOT)] (108)

El balance de masa para el naftol queda expresado, segun la ecuacion (109)

[Nflr = [Nf]u + [Nf]i (109)
donde; [Nf]r corresponde a la concentracion analitica total del naftol.

Se plantea la determinacion de la K, por espectroscopia de absorcion, donde la

absorbancia total, para una misma longitud de onda, queda expresada segun la ley de

Lambert y Beer (ecuacion 110).
Ak = At 1+ A} (110)

donde, A} (A} = & b [Nf],) corresponde a la absorbancia del Nf o Nf~ en solucién
acuosa de LiClOsy A} (A} = &,b[Nf],), es la absorbancia del Nf o Nf~unido a la
vesicula. Los términos & b [Nf], Yy &,b [Nf], corresponden a los coeficientes de
absortividad molar y a la concentracion del Nf o Nf~en el solvente y en la vesicula
respectivamente, b es el paso optico de la celda utilizada (1.0 cm). Reemplazando en la
ecuacion (110), se obtiene detalladamente la ecuacion (111).

A} = g b [Nf]; + &,b[Nf],) (111)

Utilizando las ecuaciones (108), (109) y (111), se obtiene la ecuacion (112), en la cual se
asume que el paso oOptico es 1.0 cm y donde la [Nf]r << [BHD-AOT], ya que a mayores
concentraciones del Nf el sistema vesicular puede ser perturbado por la presencia de la

molécula.
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N « Kp[BHD—AOT
Ay = [ f]Tl(j-I;E[B;lE—AOT] . (112)
p

En las Figuras 63 y 64, se grafic A% /[Nf] vs [BHD — AOT] para cada pH. Utilizando
la ecuacidn (112), se realizé un ajuste no lineal sobre los datos experimentales. Como

previamente se conocen los valores de g;, (Seccion 1V.2.1.1) para cada pH, y estimando el

valor de &, se determina el valor de K.

0.4-

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
[BHD-AOT] (mg mL™
Figura 63. Dependencia de At/[Nf]) sobre la concentracién de BHD-AOT; [Nf]=1.0x10“ M en

[LiCIO4]=0.05 M, Aabs=290 nm, pH=6.40. (-) Ajuste no lineal. Datos experimentales (®) y la linea
continua (—) corresponde al ajuste de los datos experimentales con la ecuacion (112).

0.7

00 05 10 15 20
[BHD-AOT] (mg mL™

Figura 64. Dependencia de At/[ Nf~]) sobre la concentraciéon de BHD-AOT; [Nf]=1.0x10*M en
[LiClO4]=0.05 M, Aabs=332 nm, pH=10.75. (-) Ajuste no lineal. Datos experimentales (®) y la linea
continua (—) corresponde al ajuste de los datos experimentales con la ecuacion (112).

A continuacion, se muestra en la Tabla 4 los valores de K, obtenidos por espectroscopia

de absorcion para los dos valores de pH estudiado.
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Tabla 4. VValores de constante de particion (K,) por espectroscopia de absorcion.
pH Técnica K, (mL mg?) R?

6.40 Espectroscopia de Absorcion 1.20+0.2 0.99
10.75  Espectroscopia de Absorcion 0.70£0.1 0.99

Como se observa en la Tabla 4 el valor de K, para la especie cargada es menor, debido

probablemente a la carga negativa del Nf ~, la cual le otorga al mismo maés afinidad hacia la

fase acuosa y no hacia la bicapa de las vesiculas de BHD-AOQOT.

IV.2.2.2. Estudio del comportamiento del Nf en VGU de BHD-AOT por

espectroscopia de emision

Para los estudios por emision se trabaja a una concentracion fija de molécula prueba de
1.0x10*M de Nf, a diferentes valores de pH y se varia la concentracién de BHD-AOT entre
0y2.0mgmL™ La Figura 65 muestra los espectros de emision del Nf a pH 6.40 variando
la concentracion de BHD-AOT. Como se observa en los espectros, cuando el Nf es excitado
(Aexc=300nm) en presencia de las vesiculas de BHD-AOT, el mismo puede emitir desde
naftol excitado (* Nf Aemi=355nm) y desde el naftolato excitado (* Nf~ Aemi=460nm),
contrario a lo observado en medio acuoso, donde sélo se observa la emision desde*Nf ~a
Aemi 460 nm (Figura 56). Ademas, se observa que a medida que aumenta la concentracion
de surfactante, la banda de emision del *N f ~disminuye en intensidad y aumenta la del *Nf.
Otro aspecto que se observé en los espectros de emision del Nf en vesiculas de BHD-AOT,

es la presencia de un punto isoemisivo aproximadamente a Aemi= 427nm.

6x10’ 1 [BHD-AOT]

0.0 mg mL*

5x10’ 1
4x10' 1
3x10’ 1
2x10’ 1

Intensidad de Fluorescencia (u.a)

350 400 450 500 550
A (nm)

Figura 65. Espectros de emision del Nf (Aexc=300 nm) a diferentes concentraciones de BHD-AOT;
[Nf]=1.0x10*M en [LiClIO4]=0.05 M, pH=6.40.
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Estos resultados muestran que, en medios confinados como el de las vesiculas, se puede
ver la emision del *Nf a Aemi=355nm, lo cual como se menciond, no ocurre en solucion
acuosa. Ademas, la presencia del punto isoemisivo alrededor de Aemi =427 nm, indica que el
Nf presenta un equilibrio en el estado excitado en presencia de las vesiculas de BHD-AOT.
Del mismo modo se realiza la experiencia a diferentes valores de pH. En la Figura 66, se
muestran los espectros de emision del Nf a diferentes valores de pH, variando la
concentracion de surfactante. Se observa que, para todos los valores de pH estudiados, la
banda de emision del *N f a Aemi 355 nm aumenta en intensidad cuando disminuye la banda
de emision del *Nf ~ a Aemi 460 nm, ademas de la presencia de un punto isoemisivo alrededor

de A gmi =427 nm.
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Figura 66. Espectros de emision del Nf (Aexc=300 nm) a diferentes concentraciones de BHD-AOT;
[Nf]=1.0x10* M en [LiCIO4]=0.05 M, pH: A) 8.24, B) 9.41, C) 10.05, D) 10.75.

Estos resultados mostraron que en presencia del sistema BHD-AOT, se establece un
equilibrio en el estado excitado para todos los valores de pH estudiados. Dicho equilibrio en
presencia de las vesiculas, esta desplazado a la formacion de la especie neutra (*Nf), como

se representa en el Esquema 4 (a la derecha).

Las técnicas electroquimicas como una nueva herramienta en el estudio de sistemas
organizados



Resultados y discusion 121

AGUA VGU AOT-BHD
N;Y — N, +H N B> N, +E
i mml 4 T
N + AOTBHD  —==> N,

OH 0

Esquema 4. Diagrama de los estados electrénicos de emision del Nf en VGU de BHD-AOT.

Con los resultados obtenidos para cada pH, se cree que posiblemente este
comportamiento se deba a la interaccion del Nf a través de puente de hidrogeno con el grupo
sulfonato del AOT presente en la vesicula.’%® Para comprobar esto se prepard una solucion
de 2.25x10° M (concentracion de AOT presente en las vesiculas) a pH 10.75. La Figura 67
muestra que la emision del Nf~ se produce desde la especie deprotonada (*N f ~) a Aemi 460

nm, como sucede en solucién acuosa.

4x10’ -
3x10'
2x10' 1

1x10'

Intensidad de Fluorescencia (u.a)

330 385 440 495 550
A (nm)

Figura 67. Espectro de emision del Nf (Aexc=300 nm); [AOT]=2.25x103 M; [N f]=1.0x10* M en
[LiCLO4]=0.05 M, pH=10.75

Esto ultimo nos sugiere que cuando el AOT forma parte de una bicapa, la cabeza polar

del surfactante interacciona fuertemente a través de puente de hidrégeno con el naftol como
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se muestra en el Esquema 5, favoreciendo que la especie neutra (*Nf) se estabilice ain en

medio basico 89,106,157,159,160

Esquema 5. Representacion de la interaccion de puente de hidrogeno entre el Nf y la bicapa de las
vesiculas.

Con estos resultados se propuso determinar la constante de equilibrio del Nf en el estado
excitado cuando se encuentra en presencia de VGU de BHD-AQOT, para ello se propone el

siguiente modelo matematico.

IV.2.2.2.1. Modelo matematico para calcular la constante de equilibrio del Nf en el
estado excitado en VGU de BHD-AOT

Para determinar la constante de equilibrio aparente (K2) del Nf en el estado excitado en
VGU de BHD-AOT, se asumio que el valor de K> es pequefio, ya que el valor de la constante
en el estado excitado en agua pura es K1=0.31.1%716% Seqtin los resultados obtenidos por los
espectros de emision es posible detectar la emision de la especie neutra (*Nf), en presencia
de las VGU de BHD-AOT a Aemi 355 nm, ademés que el equilibro en el estado excitado en
presencia de las vesiculas se ve desplazado hacia el *Nf para todos los valores de pH. Por
lo anterior, se asume que la concentracion de *Nf ~ unido (Nf,,”") es mucho menor que la

concentracion de *Nf unido (Nf,,"):

INf~lu < [Nf'ly (113)
Por lo tanto, la concentracion de [Nf~*], es insignificante comparada con la

concentracion de [Nf*],, por lo tanto, se asume que la concentracion de [Nf1],, sera igual a
la [Nf*]y,:
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[Nflu = [Nf*]u (114)
El equilibrio para el estado excitado (Esquema 4, parte derecha) puede ser expresado

segun:

[INf*ly= [Nf "l + H* (115)
Utilizando las ecuaciones (113) y (115), se obtiene Ko:
_ INf Ly [H] x?

K ==mr " (116)

donde, x es la [Nf~*], y [H], presentes en el equilibrio (ecuacion (115)). Luego, para
determinar la K se debe tener en cuenta la K, determinada previamente por espectroscopia

de absorcidn, donde su equilibrio se describe en el esquema 4. Remplazando en la ecuacion

(116), la ecuacion (108) y la ecuacién (109) se obtiene:

[N} = Kp (INflr — ) x [BHD — A0T] (117)

Para Aemi 355 nm la intensidad de emision puede ser expresada como se muestra en la

ecuacion (118).

I=2.3031,e®[Nf"], (118)
donde, I, es la intensidad de luz incidente, @ es el rendimiento cuantico de fluorescencia

y € es el coeficiente de absortividad molar del [Nf*],,. Remplazando la ecuacion (117) en la

ecuacion (118), se obtiene la ecuacion (119).

I=2.3031,cPKp ([Nf]T - ;—22) x [BHD — AOT] (119)

En la Figura 68 se observan los datos experimentales obtenidos de la intensidad de
emision a Aemi 355 nm para cada concentracion molar de surfactante a los diferentes valores
de pH. Realizando un ajuste lineal con la ecuacion (119) a los datos experimentales, se puede

obtener el valor de K> y de X, el cual corresponde a la [Nf~*],, para cada pH.
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Figura 68. Dependencia de la intensidad de fluorescencia sobre la concentracion de BHD-AOT;
[Nf]=1.0x10*M en [LiClO4]=0.05 M. Aexi=300 nm (-) Ajuste lineal. Datos experimentales (@) y la
linea continua (—) corresponde al ajuste de los datos experimentales con la ecuacion (119). A) 6.40,
B) 8.24, C) 9.41, D) 10.05, E) 10.75.

En la Tabla 5 se muestran los valores de K y de la [Nf ~*] para cada pH. Los resultados
muestran que la bicapa estabiliza la especie neutra atn a valores altos de pH como se muestra
en el Esquema 5, debido a la fuerte interaccién de puente de hidrégeno entre la cabeza polar
del surfactante y el Nf.
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Tabla 5. Valores de constante aparente en el estado excitado (K2) y de la [Nf ~*] a diferente pH.

pH [Nf*]1 (M) K2 (M™) R?
6.40 (5.64+0.01)x10® (4.03+0.10)x10'! 0.998
8.24 (6.01+0.20)x10® (1.45+0.20)x10° 0.997
9.41 (1.79+0.20)x10® (3.23+0.20)x10° 0.997
10.05 (2.330.10)x107 (5.50+0.10)x10"° 0.997
10.75 (2.80+0.10)x107 (7.85+0.10)x107*° 0.999

Con los resultados de todas las experiencias, se grafico el —log K, en funcion del pH. En
la Figura 69, se muestra la dependencia de —log K, con el pH, se puede observar que la los

valores de K, se comportan linealmente con el pH.

10.5

R’=0.9950
10.24

9.94

-log Ko

9.61

9.31

9.0

6 7 8 oH 9 10 11

Figura 69. Dependencia — logK; sobre el pH [Nf]=1.0x10*M en [LiClO4]=0.05 M. A&xi=300 nm,
(-) Ajuste lineal. Datos experimentales (®) y la linea continua (—) corresponde al ajuste lineal de los
datos

Se continta con la determinacién de la constante de equilibrio en el estado excitado
independiente del pH (Kz). Para ello, se reordena la ecuacion (119) y se despeja el valor de

K2 independiente del pH de la siguiente manera:

Ordenada

= [Nflrx K> (120)

Pendiente
Para la determinacion de Ko, se determinaron los valores de las pendientes de la Figura
68, para los valores de pH 6.40, 10.05 y 10.75. Estos valores de pendiente se graficaron en

funcion de la [H*]? como se muestra en la Figura 70.
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Figura 70. Dependencia de las pendiente sobre la [H]? [Nf]=1.0x10* M en [LiClO,]=0.05 M.
Aexi=300 nm, (-) Ajuste lineal. Datos experimentales (@) y la linea continua (—) corresponde al ajuste
lineal de los datos

Del ajuste lineal de los datos experimentales se obtuvo el valor de la pendiente y de la
ordenada del origen, esos valores se reemplazaron en la ecuacion (120) y sabiendo la
[Nf] se determina el valor de Kz independiente del pH cuyo valor es de (4.85+0.50) x10°
1M1y como se puede observar, los valores de las constantes en la bicapa son mucho mas
pequefios que los obtenidos en agua pura (Ki= 0.31)"1* razén por la cual se observan las

emisiones de ambas especies excitadas cuando el Nf se encuentra en VGU de BHD-AOT.

Hasta el momento se han realizado estudios espectroscopicos del Nf en las vesiculas de
BHD-AOT. Como el objetivo de este trabajo de tesis es demostrar que las técnicas
electroquimicas son una alternativa a las técnicas convencionales de estudio para este tipo
de sistemas, a continuacion, se mostraran resultados en VGU de BHD-AOT por la técnica
de VOC.

IV.2.23. Estudios electroquimicos del Nf y Nf~ en VGU de BHD-AOT por

voltametria de onda cuadrada (VOC)

Se estudio el comportamiento electroquimico del Nf y Nf~ en las vesiculas de BHD-
AOT por la técnica de VOC. Todas las experiencias se realizaron en solucion acuosa de
LiClO40.05 M, con una concentracion constante de Nf de 2.0x10° M. Para las soluciones

de Nf~ se modifico el pH con una solucion de NaOH 0.5 M. En la Figura 71, se muestran
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los voltagramas de onda cuadrada del Nf, variando la concentracion de BHD-AQOT entre 0.0
y 2.0 mg mLt. Como se puede observar, a medida que se aumenta la concentracion de BHD-
AOT la corriente de pico neta disminuye, ademas pareceria que el mecanismo de oxidacién
del Nf en agua (Seccion 1V.2.1.4) y en VGU de BHD-AOT es el mismo, ya que tanto en
agua como en las vesiculas aparece la sefial de oxidacion a un Ep,= 0.5 V. En la Figura 72,
se observan los voltagramas de onda cuadrada del Nf~, variando la concentracion de BHD-
AOT, y se puede observar que a este valor de pH se presenta el mismo comportamiento
electroquimico del Nf~tanto en agua como en VGU de BHD-AOT, ya que en ambos

aparece la sefial de oxidacién aun Ep=0.25 V.

2.5x10”
[BHD-AOT]
(mgmLh
0.0
— (.16
— (.32
— ().53
— (0.70
e (0,82
—) 0

2.0x10°4

1.5x10°

(A)

£ 1.0x10°1

5.0x10°

0.0

0.25 0.50 075
E (V) vs Ag/AgCI

Figura 71. Voltagramas de onda cuadrada del Nf a diferentes concentraciones de BHD-AOT,
[Nf]=2.0x10°M, AEs= 5 mV, AEsw= 25 mV, f = 20 Hz en [LiClO4]= 0.05 M, pH=6.40.
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Figura 72. Voltagramas de onda cuadrada del Nf~ a diferentes concentraciones de BHD-AOT,
[Nf]=2.0x10°M, AEs= 5 mV, AEsw= 25 mV, f = 20 Hz en [LiClO4]= 0.05 M, pH=10.75.
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La disminucion de la corriente de pico neta con la concentracion de vesiculas de BHD-
AOT indicaria que la molécula electroactiva presenta un proceso de particion, es decir, se
establece un equilibrio del Nf dentro y fuera de las vesiculas (ecuacion 107). Como
consecuencia, el valor de la corriente de pico neta (ecuacién 92) disminuye, ya que el
coeficiente de difusion del Nf incorporado en la bicapa es inferior al coeficiente de difusion
de Nf en agua. Para explicar estos resultados se utiliza el modelo de la pseudofase.t’ 113114
El cual plantea la distribucion del Nf entre la bicapa y la fase acuosa externa mediante la

ecuacion (107). Se propone un modelo matematico para la determinacion de la K, por VOC.

IV.2.2.3.1. Modelo electroquimico para calcular la constante de reparto Kydel Nf'y

Nf~ por voltametria de onda cuadrada (VOC)

Para determinar la K, de las moléculas electroactivas Nf y Nf~ por VOC, se propone un

modelo basado en las siguientes suposiciones:

» El equilibrio de reparto de la molécula prueba (Nf o Nf~) es acorde al modelo de la
pseudofase donde se sugiere que la molécula puede encontrarse entre la bicapa de la
vesicula y la region externa acuosa segun la ecuacion (107) y su K, se define por la

ecuacion (108).

» La molécula prueba (Nf o Nf ™), es electroactiva tanto en la bicapa, como en la regién

externa acuosa.

» Tanto la molécula prueba unida como la libre presentan el mismo comportamiento

electroquimico, es decir, se oxida al mismo potencial.

> La corriente de pico neta de la molécula prueba en agua (i,,;) esta definida por la

ecuacion (121).

ipnl = a[Nf], (121)
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donde:

a = nFA (%)1/2 v (122)

mtp

donde, Dy, es el coeficiente de difusion del Nf o Nf~ enagua, ¥ es la funcion corriente
de la VOC vy tpr es el tiempo de pulso equivalente a t,=1/2 f, donde f es la frecuencia de

VOC.™*® De igual manera se expresa la corriente de pico neta del Nf o Nf~ en VGU como:
Lpnu = b[Nf]. (123)

Como el mecanismo de oxidacion-reduccion del Nf o Nf~ en VGU es igual que en agua,

el coeficiente b, contiene el mismo valor de la funcidn corriente 1, quedando expresado asi:

b=nra(2)"y (124)

mtp

donde, Dy, es el coeficiente de difusion de la vesicula, ya que la especie electroactiva
difunde con la misma. Los demas términos ya fueron definidos anteriormente. Como la
molécula prueba se encuentra distribuida entre la vesicula [Nf],, y la fase acuosa [NfT];, el
pico de corriente total (it) tiene dos contribuciones como se muestra en la ecuacion (125),
ya que tanto el [Nf]; como el [Nf],,, presentan el mismo comportamiento electroquimico a

un mismo potencial.
ir = a[Nf]; + b[Nf], (125)

donde, la concentracion total del Nf se expresa segun en la ecuacion (109). Combinando
las ecuaciones (108) y (109) y reemplazando en la ecuacion (125), se obtiene la ecuacion
(126):

. a+bK,[BHD—-AOT]
ir = [Nf]. [1+K,, [BHD—AOT)] (126)
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Con la ecuacion (126), se obtiene la corriente total (i) como una funcion de la
concentracion de surfactante. En las Figuras 73 y 74, se grafican los datos de corriente total
frente a la concentracion de surfactante a pH 6.40 y pH 10.75, respectivamente. Mediante el

empleo de un ajuste no lineal de la ecuacion (126), se puede obtener los valores de K, y los

coeficientes a y b para ambos valores de pH, es decir para Nf y Nf ™.

2.4x10°+
2.0x107
< 1.6x10°
I_ 5
= 1.2x10°1

8.0x10°+ 9

00 05 10 15 20
[BHD-AOT] (mg mL™Y)

Figura 73. Dependencia de la corriente neta total sobre la concentracion de BHD-AOT; [Nf]=2.0 x
102 M en [LiClO4]=0.05M, pH= 6.40. Datos experimentales (®) y la linea continua (—) corresponde
al ajuste de los datos experimentales con la ecuacion (126).

5.4x10°1
4.8x10°4
. 4.2x10°1
<

. 3.6x10°4

3.0x10°1

2.4x10°4, _ _ _ _
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
[BHD-AOT] (mg mL™)

Figura 74. Dependencia de la corriente neta total sobre la concentracion de BHD-AOT; [Nf]=2.0 x
10° M en [LiClO4]=0.05 M, pH= 10.75. Datos experimentales (®) y la linea continua (—)
corresponde al ajuste de los datos experimentales con la ecuacion (126).

Este modelo también permite determinar el coeficiente de difusién de las vesiculas

(Dyg,)- Realizando el cociente entre las ecuaciones (122) y (124), simplificando términos
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comunes y considerando que la funcion corriente (y) del comportamiento electroquimico
del Nf o Nf~ es el mismo tanto en la bicapa como en la region externa acuosa, se obtiene

la ecuacién (127).

a (Dny )1/2
b (DNfi)uz (127)

Donde los términos a, b y K, se determinaron a través del ajuste no lineal de los datos
experimentales, empleando la ecuacion (126) y el coeficiente de difusion del Nf en agua
(Dyy, = 2.17x10°cm?/s) fue obtenido de la bibliografia.'*1%* Estos valores se muestran en

la Tabla 6.

Tabla 6. VValores de constante de particion (K,) VGU de BHD-AOT por VOC.
oH a b K, (ML mg?) R?
6.40 10.97+0.05 1.07+£0.04 1.55+0.03 0.99
10.00 29.02+£0.02 2.84+0.02 0.84 £0.01 0.99

Como se observa en la Tabla 6 el valor de K, para la especie cargada es menor, debido

probablemente a la carga negativa del Nf ~, la cual le otorga al mismo maés afinidad hacia la
fase acuosa y no hacia la bicapa de las vesiculas de BHD-AOT. Los resultados obtenidos
por técnicas electroquimicas presentan muy buena concordancia con los obtenidos
previamente por espectroscopia de absorcion, si se tienen en cuenta los errores

experimentales (ver Tabla 4).

Remplazando los valores de a, by Dy, en la ecuacion (127), se determind el coeficiente
de difusion de las vesiculas (Dyf,) para cada valor de pH propuesto. En la Tabla 7, se
resumen los valores de los coeficientes de difusion de las vesiculas de BHD-AOT. Para
comparar los resultados obtenidos por VOC, se determind el coeficiente de difusidn de las
vesiculas de forma independiente por la técnica de dispersion dindmica de luz (DLS), y como
se observa en la Tabla 7, los valores obtenidos por VOC y por DLS son comparables

considerando los errores experimentales de ambas técnicas.
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Tabla 7.Valores de los coeficiente de difusion de VGU de BHD-AOT (Dy, ) obtenidas mediante
VOCyDLS.

pH Técnica Dys, (cm?s)
6.40 Voltametria de onda cuadrada (2.06 + 0.03)x10°’
10.75  Voltametria de onda cuadrada (2.08 + 0.03)x10”7
6.40 DLS (2.3 +0.3)x107
10.75 DLS (2.3 £0.3)x107

Todos estos resultados demuestran que las técnicas electroquimicas pueden ser una muy

buena alternativa para caracterizar estos sistemas.

IV.3. Aplicacion de las técnicas electroquimicas: la VOC como una herramienta para
la determinacion del coeficiente de permeabilidad de solutos electroactivos a través
de la bicapa de las VGU

Para determinar el coeficiente de permeabilidad de solutos a través de la bicapa de las
vesiculas por VOC, se encapsula una enzima en el interior de las vesiculas y se adiciona su
correspondiente sustrato enzimatico en la region acuosa externa de las vesiculas. Con este
disefio experimental se busca generar un gradiente de concentracion, que favorezca la
permeabilidad tanto del sustrato hacia el interior de las vesiculas, como del producto de
reaccion (soluto) hacia la region acuosa externa. De acuerdo con lo anterior, la determinacion
de la permeabilidad podria seguirse tanto para el sustrato enzimatico como para el producto
de la reaccidén, segun sus correspondientes propiedades fisicoquimicas. En este caso se
realiz6 la reaccion enzimatica entre el sustrato 1-naftilfosfato de sodio (1-NP), catalizado
por la enzima fosfatasa alcalina (AP) encapsulada en las VGU de BHD-AOT. Dado que,
tanto el sustrato como la enzima no son electroactivos, se realizé el seguimiento de la
reaccion en el tiempo para el producto de la reaccion el 1-naftolato (Nf ~) por VOC. Luego
se utilizé un modelo matematico,'** para la determinacion del coeficiente de permeabilidad
para vesiculas esféricas monodispersas. A continuacion, se muestran los resultados
obtenidos para la reaccion enziméatica mencionada, tanto en solucion de LiClO4a pH 10.75
como en VGU de BHD-AOT.
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I1VV.3.1. Determinacion de los parametros cinéticos de la reaccion enzimética de 1-
naftilfosfato de sodio (1-NP) con la enzima fosfatasa alcalina (AP) por espectroscopia

de absorcion

La hidrolisis enzimatica entre el sustrato 1-naftilfosfato de sodio (1-NP) con la enzima

fosfatasa alcalina (AP) puede ser representada por la siguiente reaccion (Figura 75):

+

(0) — Na
\ O
/P\ +
0 B _
0O Na (0]
Fostatasa alcalina 0 — N;{
(AP) N\ _O
H,0 HO \6 N2
1-naftil fosfato de sodio 1-naftolato Fosfato dibasico de

sodio

Figura 75. Hidrdlisis del 1-naftilfosfato de sodio catalizada por la enzima fosfatasa alcalina.

La determinacion de los parametros cinéticos de la reaccion enzimatica entre el sustrato

1-NP con la enzima AP, se realizd por el Modelo cinético de Michaelis-Menten, 166 167 168-
167

La cinética enzimatica estudia la velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas (E)
y su variacion frente a cambios de parametros experimentales. Estos estudios proporcionan
informacion directa acerca del mecanismo catalitico de la reaccion y de la especificidad de
la enzima. La velocidad de una reaccion catalizada por una enzima puede medirse con
relativa facilidad, ya que en muchos casos no es necesario purificar o aislar la enzima. La
velocidad de reaccion puede determinarse midiendo la aparicion de los productos (Pr) o la
desaparicion de los reactivos o sustrato (St). Al seguir la velocidad de aparicién del producto
(o de desaparicion del sustrato) en funcién del tiempo se obtiene la Ilamada curva de avance
de la reaccion o la cinética de la reaccion. Para estudiar la cinética enzimatica, se mide el
efecto de la concentracion inicial de sustrato sobre la velocidad inicial de la reaccion,

manteniendo la cantidad de enzima constante.%°
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Las reacciones catalizadas por enzimas exhiben saturacion por el sustrato (St), una
caracteristica que solo presentan los catalizadores bioldgicos. La velocidad de las reacciones
enzimaticas, es decir, el aumento de la concentracion de producto (Pr) o la disminucion de
la concentracion del sustrato (St) con el tiempo, es una funcion no lineal de la concentracion
del St. A medida que aumenta la concentracion de St la velocidad de la reaccion alcanza un
limite (velocidad maxima, v,,4,) independiente de la concentracion de St. La velocidad de
las reacciones catalizadas por muchas enzimas muestra una dependencia hiperbdlica con la
concentracion de St (Figura 76). El efecto de la saturacion de St se produce para todas las

enzimas aunqgue no todas originan curvas de velocidad hiperbdlicas.®

Vo= Keat [EN[S: /K
Vimix
[S>>Kum
Vmix
0 2
[Sdd<<Km
[Sd

Figura 76. Representacion de velocidad de reaccién vs concentracion de sustrato (Cinética
enzimatica. Modelo de Michaelis y Menten). Gréfico adaptado de la referencia.!™

Para explicar la relacion observada entre la velocidad inicial (v,) y la concentracion
inicial de sustrato ([StJo) Michaelis y Menten desarrollaron una ecuacion de velocidad que
explica el comportamiento cinético de las enzimas (Figura 76). Propusieron que las
reacciones catalizadas enzimaticamente ocurren en dos etapas mostradas en la ecuacion 128,
donde en la primera etapa se forma el complejo enzima-sustrato (E.St) y en la segunda, el

complejo (E;St) da lugar a la formacion del Py, liberando la enzima (E,):

ky
kca
E,+S, 2 E,S, = E,+P, (128)
k_q

la velocidad inicial (v,) esta dada por:
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_dip,] _ _ disi]

0™ 4t dt (129)

La concentracion de sustrato libre sera practicamente la concentracion inicial, debido a
que la concentracion total de enzima ([Ez]t) es muy pequefia. Por ende, la concentracion de
sustrato [St], es mucho mayor que la [E;], de tal manera que la cantidad de sustrato unido a

la enzima en cualquier momento es muy pequefia, por lo tanto:

[Stlo = [Se] + [ES¢] (130)

donde, [E,S:] es la concentracion del complejo enzima-sustrato la cual, se puede
despreciar de la ecuacion 130. La concentracion total de enzima [E,]r estd dada por la

siguiente ecuacion:

[E.lr = [E,] + [E,S.] (131)

La velocidad de la transformacién de sustrato en producto esta limitada por la constante
de velocidad k.., segun la ecuacion 128, por lo tanto, la expresion de la velocidad se define

como:

Vo = Keae [E;S¢] (132)

Aplicando la aproximacién del estado estacionario para el complejo (E;St) y considerando
que la concentracién de enzima es muy pequefia y la concentracion de sustrato muy grande,
entonces se llega a una concentracién de complejo enzima-sustrato que es constante para
toda la reaccion como se muestra en la Figura 76. Por lo que la velocidad de formacion va a

ser igual a la velocidad de descomposicion:

kl[Ez] [St] = k—l[EzSt] + kcat[EzSt] = [Ezst] (k—l + kcat) (133)
_ k[E]l[Se] _ [E,][S,]
[Ezst] - (k—1+kcat) - (k—ll‘:kcat) (134)
1

A la relacion entre constantes se la denomina constante de Michaelis — Menten (Kw)
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Ky = (%) (135)

En lugar de expresar la cinética en funcion de la enzima libre, se reemplaza en funcion

del complejo enzima-sustrato:

[E,] = [E,]r — [E,S/] (136)

(E,S,] = <[EZJT—I[(EI:stD[st] _ [EZ]T[st]I;LEzst][st] (137)
[Ezst]KM = [EZ]T[St] - [Ezst] [St] (138)
[E,SS:] + Ku) = [E,7[S] (139)

[E,S] = ot (140)

Vo = KeatlE,Se] = Keqr il (141)

€at (Ky+[Se])

Para cualquier reaccion enzimatica, [Ez]t, k.q.:y Km son constantes. Dependiendo de la
[St] empleada, es posible explicar matematicamente las tres regiones de la curva de la Figura

76, de la siguiente manera:*"°

1) A concentraciones de sustrato pequefias ([St]<< Kwm), los sitios activos de la enzima
se encuentran casi vacios, por lo tanto Ky + [St] = Km Y vg = (kcqe/Km) [EZ]T [St]. Como los
términos entre paréntesis son constantes, pueden englobarse en una nueva constante, k., de
forma que la expresion queda reducida a vy= ks [Ez]T [St], con lo cual, la reaccion es un
proceso cinético de segundo orden (Figura 76). De esta manera, k,,s €5 denominada

eficiencia catalitica de la enzima.

2) A concentraciones de sustrato elevadas ([St]>>Kwm), los sitios activos de la enzima

se encuentran ocupados, por lo tanto Km + [St] = [St] Y v = kcq:/ [EZ]T. La velocidad de
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reaccion es independiente de la concentracién del sustrato y por ende, la reaccién es un
proceso cinético de orden cero. Si consideramos que toda la enzima esta formando complejo
enzima-sustrato, entonces [E;St] = [EZ]r, por lo tanto, k.4 [EzlT = Vmax Y 12 €cuacion de
Michaelis-Menten es: vy = v,4,, Que es la velocidad que se alcanzaria cuando toda la
enzima disponible se encuentra unida al sustrato. Es lo que ocurre en la fase final de la Figura

76, que tiende asintoticamente a vy, gy

3) Eltramo intermedio, en el que la [Si] = Kwm, correspondiente a una cinética de orden

mixto y se ajusta a la ecuacion de Michaelis.*”®

La interaccion de la enzima con su sustrato es caracterizada por Km, aungque no depende
de sus concentraciones. El valor de Ky va desde 107 hasta 107 M vy tiene unidad de

concentracion.'’® Se puede calcular graficamente su valor de acuerdo a la siguiente ecuacion:

— Vmax — Vmax[st]
Vo= 72 T Kutisd (142)

y por lo tanto:

Ky = [S:] (143)

donde, [St] es la concentracion de sustrato que hace que v, sea igual a ¥%2 v,,,,. Se suele
ademas, relacionar con otras constantes: si k.,; €S mucho menor que k_;, kcq: €S

despreciable en el numerador de la ecuacion (134):17

k_q 1
Ky="—"t= ——— 144
M k1 Kafinidad (144)

En el caso que k.4 << k_;, Km €s una medida inversa de la afinidad de la enzima por el
sustrato. Al aumentar Kw, Kafinidad baja. Asi, si Km es grande, el complejo (E:Sy), es inestable,
pues predomina la tendencia a destruirlo (poca afinidad hacia el sustrato); y si Km es
pequeria, el complejo (E;St) es estable, ya que predomina la tendencia a formarlo (gran

afinidad hacia el sustrato).1™
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La capacidad de la enzima para llevar a cabo la transformacion esta representada por k.-
Esta constante recibe también el nombre de nimero de recambios (turnover number), es
decir, la cantidad maxima de moléculas transformadas por unidad de tiempo (sustrato o
producto) por molécula de enzima o por numero de sitios activos. Siempre en condiciones
de saturacion de manera que la cantidad de sustrato no sea limitante, k.., se mide en s El

namero de recambios se calcula facilmente:17°

Vmax
kcat - E (145)

Se comienza realizando el estudio de la reaccion en LiClIO4 0.05 M a pH 10.75 por
espectroscopia de absorcion con el fin de determinar los parametros cinéticos de la reaccion
enzimaética en este medio. Se preparan diferentes soluciones de fosfatasa alcalina (AP), cada
solucion con una concentracion de 1.0 x107 M, en LiCIO4 0.05 M a pH 10.75. A cada
solucion de AP se le adiciona una concentracion diferente de 1-naftil fosfato (1-NP), entre
7.0 x10°% M y 1.25 x10* M. A cada una de las soluciones se le realiza el seguimiento de la
reaccion de hidrdlisis en el tiempo, por medio de espectros de absorcion, a través del registro
de la disminucion de absorbancia del sustrato 1-NP a Aabs 285 nmy la aparicion de la banda
del producto el Nf~a Aabs 332 nm. En la Figura 77 se muestran los espectros de absorcion
de la reaccion enzimatica entre la AP (1.0x107" M) con el sustrato 1-NP (7.5 x10° M). Se
puede observar que a medida que transcurre el tiempo, la banda de absorcion del 1-NP a Aaps
285 nm disminuye, y empieza aparecer la banda a Aass 332 nm la cual corresponde al
producto de la reaccion el Nf~. Ademas, se observa la presencia de un punto isosbéstico en
aproximadamente 300 nm, que sugiere que la reaccion se da sin acumulacién de

intermediarios.
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Figura 77. Espectros de absorcidn de la hidrdlisis del 1-NP catalizado por AP en [LiClO4]=0.05 M;
[1-NP]=7.5x10° M; [AP]=1.0x10" M; a pH 10.75.

Para determinar los pardmetros cinéticos (k.q:, Km Y vmqy) de la reaccion de hidrolisis
entre el 1-NP, catalizada por la enzima AP en LiCIO4 0.05 M, se toman los valores de
absorbancia del producto (Nf ™) a Aabs 332 nm en el tiempo para cada una de las soluciones.
Los valores de las absorbancias fueron divididos por el valor del € del Nf~ (6350.90 L mol
L em™), obteniéndose la concentracion del Nf~ en funcion del tiempo. Graficando estos
valores en funcion del tiempo, se obtienen las velocidades iniciales v, para cada cinética. En
la Figura 78, se muestra el grafico de las velocidades iniciales para cada concentracion de 1-
NP, y sobre los puntos experimentales se realizé un ajuste no lineal con la ecuacion (142),
el cual permitio hallar la Km y 1a v,,4,. Con los pardmetros cinéticos ya determinados en el

ajuste y aplicando la ecuacién (145), se puede determinar la k;.
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Figura 78. Dependencia de la relacion v, con la [1-NP] en [LiClO4]=0.05 a pH 10.75, donde v, son
velocidades iniciales de las diferentes cinéticas realizadas, (®) datos experimentales, (—) ajuste no
lineal de los datos experimentales empleando la ecuacion (142).

En la Tabla 8, se muestran los parametros cinéticos de la reaccion enzimética entre el 1-
NP y la enzima AP en LiClO4 0.05 M a pH 10.75. Los valores de los pardmetros cinéticos
muestran que la solucién de LiClO4 0.05 M a pH 10.75, es un medio apropiado para la
reaccion enzimatica ya que no se produce la inactivacion de la enzima y en principio
permitiria realizar los estudios de permeabilidad del 1-NP a través de las bicapas de las VGU
de BHD-AQOT por VOC.

Tabla 8. Resumen de los parametros cinéticos experimentales de la hidrélisis de 1-NP catalizada por
AP en medio homogéneo.

e
Medio K (M) Koot () Vmae (M mint)  Kead K (M7s

LiClO4pH

10.75 (8.13+0.272)x10° 7.76 £0.08 (4.66 + 0.08)x10° 95449 +0.29

IV.3.1.1. Respuesta electroquimica de la reaccion enzimatica en solucion acuosa de
LiClO4 a pH 10.75 por VOC

Se procedio a continuacion a realizar el estudio de la cinética enzimatica en solucion de
LiClO4 a pH 10.75 por VOC, siguiendo la respuesta electroquimica del Nf ~. La Figura 79,
muestra algunos voltagramas de onda cuadrada de la reaccion enzimatica en LiCl040.05 M,

para una concentracion de sustrato 1-NP de 1.95x107 M, catalizado por la enzima AP en el
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tiempo. Estos resultados muestran un aumento de la corriente de pico neta ( i,,) con el
tiempo. A esta concentracion de sustrato, la formacion del producto es casi inmediata, ya
que se observa una corriente de oxidacion a un Ep de 0.25 V a 0.2 min, que corresponde a
la sefial de oxidacion del producto de la reaccion, el Nf~. La reaccion se monitorea en el
tiempo por 35 minutos, como puede observarse a partir de los 30 min, no se observa cambios
significativos en la corriente. Por lo tanto, estos resultados demuestran que es posible

determinar el producto de la reaccion enzimética por VOC.

1.5x10 : ,
Tiempo (min)

—_0.2
1.2x10° —60
—10
7 —14
2 9.0x10 "1 —0
< —25
£ 6.0x107- —30
35

3.0x10 " -

0.2 0.3 0.4
E (V) vs Ag/AgClI

Figura 79. Cinética enzimatica del 1-NP monitoreada por VOC AEs= 5 mV, AEsw= 25 mV, f =20
Hz en [LiClIO4]= 0.05 M, pH=10.75. [1-NP]=1.95 x10° M, [Ez]=1x10" M.

IV.3.1.1.1. Respuesta electroquimica para distintas concentraciones de Nf~ en
solucién acuosa de LiClO4 a pH 10.75 por VOC

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos por VOC para distintas
concentraciones de Nf ~ con el fin de obtener el parametro B de la ecuacion (92), el cuél
sera utilizado mas adelante en la determinacién de la concentracién del producto de la
reaccion enzimatica dentro de las VGU de BHD-AQOT.

Estos estudios se llevan a cabo bajo las mismas condiciones experimentales que los
estudios realizados en VGU de BHD-AOT. En la Figura 80, se muestran algunos

voltagramas de onda cuadrada para diferentes concentraciones de Nf .
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Figura 80. Voltagramas de onda cuadrada para diferentes concentraciones de Nf~ AEs= 5 mV,
AEsw= 25 mV, f = 20 Hz en [LiClO4]= 0.05 M, pH=10.75.

Con las corrientes de pico netas (iy,) de la VOC obtenidas en los voltagramas (Figura
80), y sabiendo que i,, es proporcional a la concentracion de N, se realiza un grafico de
Ipn VS [Nf ] como se muestra en la Figura 81. Reordenando la ecuacion (92) se obtiene la

ecuacion (146):

1

nFAD%C} i 1/2
= 2TTRN 0 = B, + DNéz' (146)

(mtp)2

lpn

donde le,f,zl_ es el coeficiente de difusion del Nf~en medio acuoso, cuyo valor fue

determinado previamente (2.17x10°cm?/s)**, n es el nimero de electrones intercambiados,
F es la constante de Faraday, A es el area del electrodo, t, el tiempo de pulso, y ¥ es la

funcion corriente de la onda cuadrada en este medio.
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0.0 50x10"  1.0x10°  1.5x10°
[Nf 1 (M)
Figura 81. Variacion de la i, con la concentracion de Nf “en [LiClIO4]= 0.05 M, pH=10.75.

Se realiza un ajuste lineal a los datos experimentales y se determina el valor de la

constante B de 7075.98 A cm? mol* segln la ecuacion (146).
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IVV.3.2. Determinacion de permeabilidad del 1-NP a través de la reaccion enzimatica
con AP en el interior de las VGU de BHD-AOT

Como se menciond anteriormente para determinar la permeabilidad del 1-NP a través de
la bicapa de las VGU de BHD-AQT, se realiza la reaccion enzimatica entre el 1-NP y la
enzima AP en el interior de las vesiculas como se representa en la Figura 82. Se detecta a
través de VOC el producto de la reaccion, Nf ~, generado en el interior de las VGU, ya que
tanto el sustrato, como la enzimay las vesiculas no son electroactivas. Para ello se comienza

realizando estudios electroquimicos de Nf ~ encapsulado en VGU BHD-AOT.

Complejo
Enzima-sustrato

Formacién y
particion del producto

Estado inicial del sistema

1-NP Enzir'na fosfatasa Q Nf-
alcalina

Figura 82. Hidrdlisis de 1-naftilfosfato de sodio catalizada por la enzima fosfatasa alcalina en el
interior de VGU de BHD-AQT.

IV.3.2.1. Estudio electroquimico del Nf~ encapsulado en VGU de BHD-AOT en
LiClO40.05 M a pH 10.75

Como se discutié previamente el Nf~ es una molécula electroactiva cuyo potencial de
oxidacion se encuentra en 0.25 V a pH=10.75, y en presencia de las VGU de BHD-AOT
esta molécula sufre un proceso de reparto entre la fase acuosa y la bicapa de las vesiculas.
Como el objetivo es generar la reaccion en el interior de la vesicula, se necesita saber si el
Nf~ difunde répidamente del interior al exterior de la vesicula, para poder ser detectado
electroquimicamente. Para ello, se encapsula el Nf~en las vesiculas de BHD-AOT, luego
se elimina el Nf~que se encuentra en la fase acuosa externa de las vesiculas (Seccion
111.3.6), pasando la solucion por una columna de Sephadex G50. A la fraccion separada se
le realizaron voltagramas a diferentes tiempos. En la Figura 83, se muestran los voltagramas
de onda cuadrada obtenidos en el tiempo para la fraccion de mayor concentracion de
vesiculas separadas. Como se puede observar no hay sefial de oxidacion a un Ep de 0.25V,

durante 35 minutos.
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=
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Figura 83. Voltagramas de onda cuadrada del Nf~ en BHD-AOT, [Nf]=2,0x10°M, AEs=5 mV,
AEsw=25mV, f = 20 Hz en [LiClO4]= 0.05 M, pH=10.75.

Esto indica que, posiblemente el Nf~ en el interior de las vesiculas difunde rapidamente
a la fase acuosa externa a medida que se va separando por la columna. Para corroborar dicha
hipotesis, a la misma fraccion con la que se venia realizando el estudio en el tiempo, se le
adiciona un exceso de sal (LiClO4) con el fin de romper las vesiculas y determinar si habia
algo de Nf~ encapsulado. En la Figura 83, en el voltagrama realizado a los 40 minutos para
las vesiculas rotas, no se observa sefial de oxidacion a un Ep de 0.25 V, lo cual indica que
no ha quedado Nf~ encapsulado, o esta en una concentracion por debajo de la minima
detectable por esta técnica. Por otro lado, se toma la ultima fraccidn de la columna obtenida
en la separacion inicial (sin turbidez), y se le realiza un voltagrama de onda cuadrada. En la
Figura 83, se muestra el voltagrama de onda cuadrada para la fraccion sin vesiculas, ésta
presenta una sefial de oxidacion con un Ep de 0.25 V confirmando la presencia del Nf~
fuera de las VGU de BHD-AQOT. Estos resultados muestran que el Nf~ difunde rapidamente
hacia la fase acuosa externa de las VGU de BHD-AOT Yy el producto de la reaccién, por lo
tanto, podra ser detectado inmediatamente por VOC a medida que va siendo generado en el

interior de la vesicula durante la reaccién enzimatica.
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IV.3.2.2. Cinética enzimatica en VGU de BHD-AOT por VOC

La reaccion enzimética se realiz6 dentro de las VGU de BHD-AOT a pH 10.75, como se
describe en la Seccién 111.3.7. Para que la reaccion se lleve a cabo, el sustrato 1-NP debe
atravesar la bicapa de las vesiculas encontrarse con la enzima en el interior, reaccionar y el

producto de la reaccion, el Nf~, debe difundir para ser detectado electroquimicamente.

En la Figura 84, se muestran los voltagramas de onda cuadrada, de la reaccion enzimatica
entre el 1-NP (1.00 x10° M) y la enzima AP (1.0 x10”" M) dentro de las VGU de BHD-AOT
en el tiempo. Como se observa, la reaccion no ocurre inmediatamente como sucede en medio
homogéneo, ya que la sefial de oxidacion empieza a ser visible pasados los 6 min de reaccion.
Esto se debe a que el 1-NP adicionado en el exterior de la fase acuosa de las vesiculas tiene
que permear la bicapa y encontrarse con la enzima en el interior acuoso de las VGU de BHD-

AOT para formar el Nf~, el cual una vez formado debe difundir para ser detectado por el

electrodo.

Tiempo (min)

6.0x10 "1 —02
—_— 6.0

e 9.0

, —_—15

— 7] —_—24
< 4.0x10 %
— — 45
= 51
2.0x10" %

0.04 . . .

0.1 0.2 0.3 0.4

E (V) vs Ag/AgCl

Figura 84. Cinética enzimatica del 1-NP en VGU de BHD-AOT monitoreada por VOC AEs=5 mV,
AEsw= 25 mV, f = 20 Hz en [LiClO4]= 0.05 M, pH=10.75. [BHD-AOT]= 2.0 mg mL™ [1-NP]=1.00
x1023 M, [E;]=1.00 x107 M.

La figura 85 muestra los voltagramas correspondientes al mismo experimento con tres

concentraciones diferentes de 1-NP.
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Figura 85. Cinética enzimatica del 1-NP en VGU de BHD-AOT monitoreada por VOC AEs=5 mV,
AEsw= 25 mV, f = 20 Hz en [LiCIO4]= 0.05 M, pH=10.75. [BHD-AOT]= 2.0 mg mL%; [E.]=1.0 x10-
7M. a) [1-NP]=7.45 x10* M, b) [1-NP]=1.95 x103 M c) [1-NP]=4.95 x10- M.

Como se observa en las Figuras 84 y 85, es posible realizar la cinética enzimética dentro
de las VGU de BHD-AQOT vy, aun mas importante, es posible detectar el producto de la
reaccion enzimatica, el Nf~, por VOC. EI Nf~ generado en el interior de la vesicula,
difunde rapidamente hacia el exterior y se reparte entre la fase acuosa y la bicapa de la
vesicula. Por lo tanto, la i seré la contribucion del Nf~ unido a la bicapa y el Nf~ en la
fase acuosa externa. En la Figura 86 se muestra la variacién del valor de la i en el tiempo
para cada cinética monitoreada por VOC. Estos resultados muestran un aumento de la i con

el tiempo y con la concentracion de sustrato (1-NP) para las cuatro cinéticas estudiadas.
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Figura 86.Variacion de i en el tiempo para cinéticas monitoreadas por VOC con diferentes [1-
NP]: (a) 7.45 x 10* M, (b) 1.00 x 103 M, (c) 1.95 x 10° M y (d) 4.95 x 10 M. Es= 5 mV, Esw= 25
mV y f = 20 Hz, [Ez]=1.00 x10" M, [BHD-AOT]= 2.0 mg mL, pH=10.75.

Con los resultados obtenidos para las diferentes concentraciones de 1-NP, se determinara
el coeficiente de permeabilidad del mismo a través de las bicapas de las VGU de BHD-AOT,
bajo la suposicion de que el tiempo de retardo en aparecer el producto detectado, el cual
difunde inmediatamente, es debido al tiempo en que el 1-NP necesita para atravesar la
bicapa. Para la determinacion de la permeabilidad, es importante seguir en el tiempo el

aumento de la [Nf ] generado en el interior de la VGU.

Hasta el momento con la VOC, y teniendo en cuenta que el sustrato, la enzima y las
vesiculas no se descargan sobre la superficie del electrodo en el intervalo de potencial
estudiado, se determina de manera indirecta la concentracion del Nf ~ generado en el interior
de las vesiculas, midiendo la i de la VOC que es proporcional a la concentracion de
Nf~ como se muestra en la ecuacion (146). Sin embargo, la i+ no solo es proporcional a la
concentracion de la especie electroactiva, si no también depende de otros factores como el
coeficiente de difusion del Nf~, el parametro B determinado previamente (Seccion
IV.3.1.1.1) y del proceso de reparto del Nf~. Para obtener los valores de la concentracion

de Nf~ generada enziméaticamente, se usara un modelo matematico.
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1V.3.2.2.1. Determinacion de la [N f~] generado enzimaticamente en las VGU de BHD-
AOT por VOC

Se sabe que la i,,, es proporcional a la [Nf~] (ecuacion (146)) y ademas que el Nf~ en
presencia de las VGU de BHD-AQOT presenta un proceso de reparto entre la bicapa y la fase
acuosa externa. EI Nf~ muestra el mismo comportamiento electroquimico tanto cuando esta
unido a la bicapa como en la fase acuosa externa, es decir se descargan al mismo potencial.
De tal manera que la i sera la contribucion de ambas corrientes y se expresa segun la

ecuacion (147).

1 1

ir = B(D%, -INf1;+ D}, -[Nf71.) (147)

donde, le,;zl_ y D;,/fi_ son los coeficientes de difusion del Nf~ libre y unido a la bicapa
respectivamente, donde ambos ya fueron determinados en la Seccién 1V.2.2.3. Como las
medidas se realizaron en el mismo medio, y en las mismas condiciones, suponiendo que el
mecanismo de oxidacion es el mismo dentro y fuera de las VGU, B es una constante. Esta
contiene los términos de la ecuacion de corriente la cual fue determinada en la Seccion
IV.3.1.1.1. Debido a que el Nf~ sufre un proceso de reparto como se mencion0
anteriormente, la concentracién libre de Nf~ usando la ecuacion (108) queda expresada

como:

[Nf"li[BHD — AOT] « K, = [Nf"], (148)

Remplazando la [Nf~], en la ecuacién (147), se obtiene la iy en funcién de la

[Nf~], como se muestra en la ecuacion (149).

ir = B+ (D7~ [Nf~1,+ Dy} - [Nf -}, [BHD — AOT] + K, ) (149)

Remplazando los valores del Dy~ (2.17x10cm? s), Dy - (2.06 x107cm? s), K,
(0.84 mg mL™?), y la constante B (7075.98 A cm? s> mol?) se obtiene el valor de la i en

funcion de la [Nf~];, como se muestra en la ecuacion (150).
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ir = 8.02 [Nf], (150)

Sabiendo que la concentracion de Nf ~ total estd dada por la ecuacion (151):

[Nf7lr = [INf lu + [Nf 1 (151)
Relacionando las ecuaciones (148), (150) y (151) se obtiene que la concentracionde Nf~

total en funcién de i, es:

[Nf ]y = 71.08 iy (152)

En la Figura 87 se muestra el valor de la concentracion de Nf~ generada en el tiempo
para cada cinética, calculada reemplazando el valor de la i de cada voltagrama de la Figura

86 usando la ecuacion (152).

8.0x10°

6.0x10°1

4.0x10°

C¢ (M)

2.0x10°

0.01

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Figura 87. Variacion de C(t), en el tiempo para cinéticas monitoreadas por VOC con diferentes [1-
NP]: (a) 7.45 x 10 M, (b) 1.00 x 103 M, (c) 1.95 x 10° M y (d) 4.95 x 10° M. Es= 5 mV, Esw= 25
mV y f = 20 Hz, [Ez]=1.00x10" M, [BHD-AOT]= 2.00 mg mL*, pH=10.75.

1VV.3.2.2.2. Determinacion de la permeabilidad del 1-NP

Durante mas de 30 afios, la estimacién de la permeabilidad de la bicapa a diferentes tipos
de solutos ha sido de gran interés para los biofisicos, especialmente para las membranas a
base de fosfolipidos. Una de las razones de tal interés es que las vesiculas son considerados
como sistemas potenciales para el suministro de farmacos, por ejemplo, han sido utilizadas

como agentes para la transferencia de genes,'’*1"2 como agentes de diagnostico por imagen
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para detectar tumores,1”>1"® 0 como agentes cosméticos para la entrega de medicamentos

para la piel 141:176-178

Para determinar la permeabilidad de un soluto a traves de una reaccion enzimatica que
transcurre en el interior de las vesiculas se deben cumplir las siguientes condiciones: i) las
vesiculas deben ser estables. ii) la enzima debe de ser estable en el interior de las vesiculas.
iii) la enzima debe ser retenida en el interior de las vesiculas (no debe permear hacia la region
acuosa externa), y iv) el sustrato enzimatico, el cual se encuentra en la region acuosa externa,

debe permear la vesicula hacia la regién acuosa interna para reaccionar con la enzima.#

Faure, C. et al.,** han propuesto el siguiente modelo matematico para la determinacion
de la permeabilidad de un soluto a través de una bicapa por medio de una reaccion
enzimatica. Dicho modelo propone representar el proceso de permeacion como se muestra
en la ecuacion (153), dicha ecuacion es una modificacion a las ecuaciones diferenciales
propuesta por Hamilton, R.T et al.1”® Para ello, Faure considera que las concentraciones del

soluto pueden estar presentes tanto dentro como fuera de una vesicula unilamelar.

V8C(t) = S [Ca(t) — Cp(D)] Bt (153)

donde, Cq (t) y Cs (t) corresponden a las concentraciones del soluto dentro y fuera de las
vesiculas en funcion del tiempo y Vi es el volumen de la region acuosa externa de las
vesiculas. S denota la suma del area superficial dentro y fuera de la bicapa de las vesiculas
unilamelares y P es la permeabilidad del sustrato a través de la bicapa expresada en cm s,
8Cr(t) se considera la variacion de concentracion del sustrato en la region acuosa externa
en el tiempo, el cual cambia debido al paso del soluto a través del espesor de la bicapa de las
vesiculas, y se describe segln la ecuacion (153).24! Por lo tanto el balance de masa del soluto

se expresa segun la ecuacion (154):

CiotVior = VaCy(t) + Vfo(t) (154)

Considerando que el volumen interno en las vesiculas (Vg) es mucho menor que el

volumen de la region acuosa externa (Va<<Vs), el volumen total (V;,,) seréigual al volumen
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de la region acuosa externa de las vesiculas (V). Por lo anterior, la ecuacion (154) se expresa

como una funcion de Cq (t) segln la ecuacion (155):

Ca(®) = £ [Cror = €4(®)] (155)

Reemplazando (155) en (154), simplificando términos y expresando la ecuacion

resultante como una ecuacion diferencial tenemos: 14

d[Cr(6)/Crot] i[l _G®

dt T2y (156)

Ctot

La solucidn de la ecuacion diferencial (156) es una funcién exponencial seglin se muestra

en la ecuacion (157):14

Cr(8) = Cror + [C£(0) = Cror|exp[—t/7] (157)

donde, Ct (0) es la concentracion del soluto en la fase acuosa externa a tiempo cero, y el
término 7, se considera el tiempo que tarda el soluto en cruzar la bicapa de las vesiculas, el

cual se describe segln la siguiente ecuacion:4

2y

. (158)

Donde el término 7 contiene el término P (ecuacion (158)), que es la permeabilidad
expresada en cm s, y el resto de los términos ya fueron definidos previamente. El término
T puede determinarse experimentalmente midiendo la variacion de la concentracion del
soluto en el tiempo de acuerdo con la ecuacion (157). La relacién entre el volumen interno
de las vesiculas (Vq) y el area superficial de las vesiculas (S), se describe segln la ecuacion
(159), considerando que las vesiculas tienen una geometria esférica, donde Ry es el radio

externo de la bicapa y L el espesor de la bicapa.

Va _ 1 [Rp-LJ®
S 3(R2+[Rp-L]%) (159)

Dadas las dimensiones de las vesiculas donde el L<<Ry se puede simplificar la ecuacion
(159) como:
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Va _ Ry
5 =% (160)
Reemplazando (160) en (158), se llega a la ecuacion (161):
_ R
=27 (161)

Donde el término 7 contiene el termino P, que es la permeabilidad la cual serd

determinada utilizando la ecuacion (157) a partir de la obtencion experimental de .

La permeabilidad en nuestro sistema, se determind por medio de una modificacion del
modelo matematico propuesto por Faure, C. et al.}*l. Se realizaron cuatro cinéticas
enzimaticas utilizando el sustrato 1-NP y la enzima AP encapsulada. Se vario la
concentracion de sustrato 1-NP (7.45x10% M - 4.95x10° M), con una concentracion
constante de enzima AP (1.0 X107 M) para detectar por VOC el producto de la reaccion
(Nf™). De acuerdo con la Figura 82, el sustrato 1-NP incorporado en la fase externa acuosa
debe atravesar la bicapa para reaccionar con la enzima y producir el Nf~, especie cuya
concentracion es determinada en el tiempo. Por lo tanto, el retardo en la apariciéon del
producto (Nf~) s6lo se debe al tiempo que tarda el 1-NP en atravesar la bicapa para
reaccionar con la enzima, ya que el Nf~ generado en el interior de la VGU difunde
rdpidamente hacia la fase externa acuosa y se reparte. Como a tiempo cero no hay Nf ~ en
la fase acusa externa de la VGU, Cs (0)=0, por lo tanto, la ecuacion (157) queda expresada

como:

Cs(t) = Cior — Cior exp[—t/7] (162)

donde C(t), es la concentracion del Nf ™, en la fase acuosa externa en el tiempo, Cy,; €s
la concentracion del Nf~ al tiempo total de la reaccion, t es tiempo de reaccion. Para las
condiciones experimentales propuestas, t representa el retardo en la aparicion de la sefial, es

decir, el tiempo que tarda el sustrato 1-NP en atravesar la bicapa para reaccionar con la

enzima.
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Debido a que t debe ser independiente de la concentracion de sustrato (1-NP), la ecuacion
(162) se dividio con respecto a Cy,.(t) para cada [1-NP], quedando expresada de la siguiente

manera:

® —
Ccft—; =1-exp("ty (163)

Aplicando log, a ambos lados de la ecuacion (163), y reordenando términos, se obtiene:

tog1- ), Y=t/ (164)

En la Figura 88, se muestra la variacién de los valores experimentales, mostrados en la
Figura 87, del log de la relacion (1—Cr(t)/Cy,,) en funcion del tiempo para las diferentes [1-
NP] por VOC. Estos resultados muestran que los puntos experimentales convergen en una
sola recta, demostrando que t es independiente de la concentracion de sustrato (1-NP). Estos
datos se ajustaron con la ecuacion (164) utilizando un método de regresién no lineal y se
obtuvo un valor de 7 = 19.21 + 0.39 min. Este valor se utilizé en la ecuacion (161) y se
determina la permeabilidad del sistema obteniéndose un valor de P = (1.00 + 0.15) x 10° cm
s, Debido a que no se conocen datos de P para este nuevo sistema, y a efectos comparativos,

se realizaron estudios con otra técnica independiente como la espectroscopia de absorcion.

[1-NP]
0+ 4
. @ 7.45x10°4 M
© 3
e Q@ 1.00x10™° M
g 1 1.95x103 M
= _1.
- @ 495x10° M
Ll) — Ajuste
<
g2
Q
'3 T T T
0 30 60
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Ce(t
Figura 88. Variacion de la relacion log(1 — 7 )/Ct t)en el tiempo para cinéticas monitoreadas
(]

por VOC Es= 5 mV, Ew= 25 mV y f = 20 Hz, [Ez]=1.0x10" M, [BHD-AOT]= 2.0 mg mL?,
pH=10.75. (@) puntos experimentales (—) ajuste lineal de los datos experimentales.
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1VV.3.2.2.3. Determinacion de la permeabilidad del 1-NP en VGU de BHD-AOT por

espectroscopia de absorcion

La determinacion del coeficiente de permeabilidad del sustrato 1-NP por espectroscopia
de absorcidn, se realiz6 detectando el producto de la reaccion enzimatica (Nf~)y midiendo
su concentracion en el tiempo. Cabe aclarar que este estudio se realizé a una concentracion
mas diluida de vesiculas y de sustrato 1-NP, debido a la dispersion que genera este tipo de
sistema por espectroscopia de absorcion. En la Figura 89, se muestran los espectros de
absorcion obtenidos durante la hidrolisis del 1-NP (2.50 x 10° M) en vesiculas de BHD-
AOT en funcion del tiempo a pH 10.75. Se observa que la absorbancia a Aaps =332 nm del

N f~aumenta con el tiempo.
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Figura 89. Espectro de absorcién obtenidos durante la hidrolisis del 1-NP catalizada por AP a lo
largo del tiempo en [LiClO4] = 0.05 M; [AOT - BHD] = 1.0 mg mL%, [1-NP] = 2.50x 10 ° M; [AP]
=1.0 x 10" M; pH=10.75.

Para la determinaciéon de la concentracion del Nf~en la hidrélisis enzimética, fue
necesario encontrar el coeficiente de absortividad molar en estas condiciones
experimentales. Para ello se realiz6 una curva de calibracion a diferentes concentraciones de
Nf~en VGU de BHD-AOT a pH 10.75. En la Figura 90, se muestra la variacion de la
absorbancia en funcion de la concentracion de Nf ~. Los datos experimentales se ajustaron
con un método de regresion lineal, del cual se obtuvo de la pendiente el valor del coeficiente
de absortividad molar (g = 9485 + 193 cm™ M) del Nf~.
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Figura 90. Ley de Lambert y Beer a Aaps =332 nm del Nf ~; b=1.0 cm; [BHD-AOT]=1.0 mg mL*;
pH=10.75; (e) puntos experimentales (—) ajuste lineal de los datos experimentales.

A partir del coeficiente de absortividad molar y utilizando la ley de Lamber y Beer, se
determinaron las concentraciones de Nf~ en funcion del tiempo (Cr(¢)) para la hidrdlisis
enzimatica. La Figura 91, muestra la variacion de los valores experimentales del log de la

relacion (1—Cr(t)/Cy,.) en funcion del tiempo para una dada [1-NP].

[1-NP]
@ 25010 °M
Ajuste

log (1-Cf(t)/C(tot))

5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

: o - Ce(t o :
Figura 91. Variacién de la relacion log(1 — 7 )/Ct t) para cinéticas monitoreadas por
o

espectroscopia de absorcion a Aas=332nm, [Ez]=1.0x10" M, [BHD-AOT]= 1.0 mg mL, pH=10.75.
(@) puntos experimentales (—) ajuste no lineal de los datos experimentales.
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Los datos experimentales se ajustaron con la ecuacion (164) utilizando un método de
regresion no lineal. Del ajuste de los datos experimentales se obtuvo el valor de t = 13.2 £
0.9 min. A partir de este valor de 1 y utilizando la ecuacion (161) con R, = 40 nm, se obtiene
el valor de P = (2.0 + 0.5) x 10 cm sL. Este valor de P obtenido mediante espectroscopia
de absorcion es comparable al obtenido mediante técnicas electroquimicas (P = (1.00 £ 0.15)
x 10° cm s?) si se tienen en cuenta los errores experimentales. El valor obtenido del
coeficiente de permeabilidad del 1-NP por VOC y por espectroscopia de absorcion a través
de la bicapa en las VGU de BHD-AOT, es un poco mayor que el obtenido para otro tipo de
vesiculas como VGU de DOPC (6.0 x 101% cm s1).16°
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CAPITULO V:

V.Conclusiones generales

Las técnicas electroquimicas son una herramienta poderosa para la caracterizacion de
sistemas organizados. Se caracterizaron Mls de AOT y VGU de BHD-AOT, de manera tal
que se pudieron estudiar diferentes medios organizados, explorando al mismo tiempo
diferentes propiedades interfaciales mediante el empleo de técnicas electroquimicas y

espectroscopicas.

Se estudié el comportamiento electroquimico de H>Q por VL a diferentes valores de pH
en soluciones reguladoras acuosas. Se determind que bajo las condiciones estudiadas H2Q
presenta una transferencia de dos electrones y dos protones en el intervalo de pH entre 1.0 y

7.0, en concordancia con los datos bibliogréaficos.

Se estudié el comportamiento electroquimico de H>Q por VL en Mls de AOT/n-heptano.
Se observo que la variacién de las concentraciones de AOT no afectan la descarga de H.Q
en el electrodo, ya que los valores del E;/, y i, no cambian con el aumento de la
concentracion de Mls. Ademas, que H2Q no presenta un proceso de reparto. Por otro lado,
se determind que H2Q no presenta ningln proceso de asociacion con ella misma en las Mls.
Finalmente, se observd que la variacion del valor del Wy en las Mls, genera cambios en el

valor del E; ,, a medida que aumenta el Wo. Esto posiblemente se deba a que H2Q dentro de

MiIs se encuentra monitoreando los cambios asociados al confinamiento del agua.

Se obtuvieron los parametros aparentes de transferencia de carga para H>Q en agua pura
y en Mls de AOT. Se observo que el valor del E]9 aparente disminuye con el agregado de

agua, lo que sugiere que el entorno de H>Q cambia al aumentar el Wo. En el caso de la k°
aparente los valores en Mls son del orden de 10 cm s, estos valores indican que a H2Q se
le dificulta la transferencia de electrones cuando se encuentra confinada, ya que estos valores
son menores al obtenido en agua pura. En cuanto a a, los valores para todas las experiencias
fueron mayores a 0.5, este valor indica que la reaccion se ve favorecida en un solo sentido,

esto posiblemente se deba al complejo mecanismo de electrooxidacion de H2Q. Con los
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resultados en todas las experiencias se podria concluir que H2Q se encuentra cerca de la
interfaz, interaccionando a través de puente hidrogeno con la cabeza polar del surfactante.

Los resultados obtenidos en MiIs brindan informacién importante respecto al
microentorno que ven las moléculas pruebas cuando estan confinadas a un dado Wo. Ademas
estos resultados podrian ser de interés en el estudio de reacciones de catélisis quimica,

enzimologia micelar o sintesis de nanoestructuras.

Se estudid el comportamiento del Nf a diferentes valores de pH en solucién acuosa de
LiClO4 0.05 M, por espectroscopia de absorcion, VC y VOC. Se determiné la especie
predominante en cada valor de pH y por medio de la espectroscopia de absorcién se
corroboro el valor del pKa del Nf en solucion acuosa y en VGU de BHD-AOT en LiClOa.
Finalmente, se estudié el comportamiento del Nf, por espectroscopia de emisién. Con los
resultados obtenidos por esta técnica se puede inferir que a cualquier pH en solucion acuosa

la especie predominante en el estado excitado es el *N f ~,160.157.158

Los estudios del Nf en VGU, permitieron calcular la K, (constante de particion) y el
Dy, (coeficiente de difusion) de VGU de BHD-AOT por VOC y por espectroscopia de
absorcion obteniéndose una buena concordancia entre ambas técnicas. Ademas, la VOC
arroja un valor de Dy, cercano al obtenido por DLS. A pH 6.40 el Nf se encuentra como
molécula neutra lo que facilita su incorporacién en la bicapa de la vesicula, caso contrario a
pH 10.75, donde el Nf ~al ser una especie cargada prefiere estar en la solucion acuosa, por

lo que su K, es menor.

Se estudié el comportamiento de Nf en VGU de BHD-AOT por espectroscopia de
emision a diferentes valores de pH, estos resultados mostraron que la bicapa de las VGU de
BHD-AOT estabilizan la especie neutra en el estado excitado (Nf*) aln a pH bésico. Estos
resultados muestran que cuando el AOT forma parte de una bicapa, la cabeza polar interactia
fuertemente a través de puente de hidrogeno con el Nf. Estos resultados permitieron hallar

el valor de la constante de equilibrio en el estado excitado en VGU de BHD-AOT.
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Los estudios enziméaticos muestran que la reaccion a pH 10.75 en solucion acuosa de
LiClO40.05 M, es un medio apropiado que favorece la actividad enzimética y que la reaccion
se da sin acumulacion de intermediarios. Se realizaron estudios encapsulando el Nf~ en el
interior de las vesiculas a pH 10.75. Estos resultados muestran que el Nf~ difunde
rapidamente hacia la fase acuosa externa de las VGU de BHD-AOT Yy el producto de la
reaccion puede ser detectado inmediatamente por VOC a medida que va siendo generado en
el interior de la vesicula durante la reaccion enzimatica. Se estudio la reaccion enzimatica
entre el 1-NP y la enzima AP dentro de las VGU de BHD-AOT, detectando el producto de
la reaccion, el Nf~, por VOC y por espectroscopia de absorcion. Aplicando un modelo
matematico fue posible determinar por primera vez el coeficiente de permeabilidad del
sustrato 1-NP en VGU de BHD-AOT por dos técnicas independientes.

Los resultados obtenidos en VGU de BHD-AOT mostraron que se puede estudiar una
cinética enzimatica por técnicas electroquimicas. Caracteristica que a futuro puede
emplearse en el desarrollo de biosensores para detectar enzimaticamente analitos que se

ubiquen en la bicapa o en el interior acuosa de estas VGU.
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