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Capitulo 1. Introduccion. 1.1. Fundamentos y Objetivos.

Capitulo 1: Introduccion.

1.1 Fundamentos y Objetivos.

L as mol écul as anfipéticas poseen una anisotropia intrinseca: dentro de la misma molécula hay
zonas de diferentes caracteristicas, una polar y otra apolar. Debido a la minimizacién de la energia
libre, estas moléculas forman arreglos de estructura supramolecular ordenada, la cua depende
atamente del medio en € que se encuentran. Los lipidos son moléculas de estas caracteristicas y
forman estructuras muy ordenadas, de gran importancia en la biologia: las biomembranas.

Son numerosos los métodos utilizados para explorar la estructura de biomembranas y asociar
sus propiedades y las condiciones del medio ambiente con la organizacion intermolecular y, en algunos
casos, lafuncion de membranas. Para ello se utilizan model os de membranas artificiales reconstituidas
con proteinasy lipidos definidos. Estos estudios confirman y amplian el concepto de biomembranas
como estructuras dindmicas.

En las dltimas décadas gran parte de la informacidn se ha obtenido a partir del empleo de
monocapas de lipidos en la interfase aguaaire [1]. Sin embargo, existen mlltiples técnicas que
requieren que la pelicula se encuentre sobre un soporte solido. Por ello se desarrollaron diversos
métodos de formacién de capas ordenadas sobre superficies solidas, entre los que se destacan las
peliculas de Langmuir-Blodgett (L-B), en honor a |I. Langmuir y K. Blodgett [2] y las peliculas
autoensambladas (Self assembled monolayers, SAMs) [10]. Las peliculas de L-B se obtienen
transfiriendo una monocapa generada en la interfase agua-aire a soporte solido, mientras que en las
SAMss es necesario que la mol écula se adhi era espontdneamente al soporte. Las peliculas de L-B tienen
la ventgja frente a las SAMs de que en ellas es posible controlar la compactacion de las capas
formadas, asi como la cantidad de las mismas, ademas del hecho de que no todas las moléculas se
adhieren espontdneamente a todo soporte solido. En el caso de moléculas de lipido, éste es el método
mas empleado. Estos sistemas tienen una variedad de aplicaciones incluyendo su utilizacion como
aislante de espesor controlado para interfases en dispositivos el ectronicos de estado sélido [3].

Cuando €l soporte solido de la capade L-B 0 SAM es un electrodo, es posible emplear técnicas
electroguimicas de andlisis. Estos sistemas se estudian actualmente en €l area de la quimica analitica,
para desarrollar electrodos de gran selectividad adhiriendo una molécula que interaccione
preferentemente con el analito [4,5]. En este sentido, se han descripto sensores en los que varias capas
de lipidos sintéticos recubren a electrodo y cuya estructura depende de la concentracién de diferentes
metales presentes en solucion. Si se disuelve en la celda electroquimica una especie con actividad
redox y se realizan medidas electroguimicas, la respuesta de la especie, a la que [lamaremos ion
marcador, depende de la estructura de las capas del lipido. Por lo tanto, la sefial electroquimicadel ion
marcador dependerd de la concentracion del metal, siendo éste por tanto, un método para su
determinacion andlitica[6-8].

En electroguimica, los electrodos cubiertos por capas de moléculas organicas son de gran
interés debido a diversos motivos. Ya se explico la utilidad de estos sistemas en el area de la
electroanalitica. En el caso del estudio de corrosion de metales, se emplean como aditivos en la
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formacion de recubrimientos metélicos, o bien como protectores del metal a la corrosion. En este
sentido, esta ampliamente estudiado el uso de alcanotioles, los cuales se adhieren espontaneamente a
una superficie de oro a través de enlaces covalentes, formando SAMs [9-10]. Este tipo de SAMs
también se emplea como soporte para adherir enzimas al electrodo y poder asi detectar la presencia de
algun analito que sea sustrato de la enzima, generando sensores altamente especificos [11].

Por otro lado, la molécula adherida a electrodo puede, a su vez, tener actividad redox. Resulta
en este caso interesante el estudio de la respuesta el ectroquimica de la especie adherida bajo diferentes
grados de empaquetamiento, o bien, a diferentes distancias entre el sitio redox y €l electrodo, o0 bgjo
diferentes fuerzas idnicas [12-17]. Cuando se varia la distancia entre el sitio redox y el electrodo es
posible analizar la dependencia de la probabilidad de transferencia de carga a través de efecto tliinel con
la distancia donor-aceptor del electron, encontrandose que algunas reacciones de transferencia de carga
pueden ocurrir a distancias relativamente largas (10-20 A). Se observa ademéas que la constante de
velocidad del proceso de transferencia de carga cae exponencialmente con la distancia [17,18].

Por ultimo, estos sistemas son interesantes para la electroquimica basica, ya que permiten
ampliar el conocimiento respecto a la naturaleza de las reacciones de transferencia de carga. En este
sentido, se ha estudiado el efecto de surfactantes adsorbidos al electrodo en la velocidad de la reaccion
de transferencia de carga heterogénea, paralo cua es de gran importancia que la pelicula de surfactante
sea homogénea y no deje zonas del eectrodo sin cubrir. Mucho se ha publicado en la blsgueda de
sistemas que cumplan con este requisito, sin embargo, por lo genera tanto las peliculas de L-B como
las SAMs dgjan sitios sin cubrir. Miller et al. encontraron que electrodos de oro cubiertos por w-
hidroxi tioles son relativamente homogéneos [19], permitiendo asi medir la cinética de reacciones
electroquimicas en un amplio rango de potenciales ya gque la capa adsorbida actia como barrera a
efecto tunel, disminuyendo la velocidad de transferencia de carga [20]. Esto permitio a los autores
comparar resultados experimentales con lo que predice la teoria de Marcus a valores elevados de
campos el éctricos aplicados [20]. Para obtener capas compactas con bloqueo completo de la superficie
del electrodo, también se ha propuesto la generacion de reacciones de polimerizacion en los huecos
dejados por las capas de SAMs o L-B [21].

Se ha reportado también la utilizacién de estos sistemas para la determinacion de la constante
de velocidad del proceso de transferencia de carga de reacciones rapidas, paralas cuales otros métodos
no son Utiles[22]. Ademas posibilitan la distincion entre una reaccidn de esfera externay unade esfera
interna en la que es necesario un contacto directo con la superficie del eectrodo [23].

Debido a estas utilidades, €l proceso de transferencia de carga sobre electrodos modificados
por capas de surfactantes es un area de creciente interés y se han publicado muchos trabajos que
intentan describirlo [24-27].

Las propiedades de estos sistemas se estudian mediante técnicas electroquimicas [19,28-33] y
otras técnicas como Elipsometria [33-37], Espectroscopia Infrarroja [38-41], medidas con
Microbalanza de Cuarzo [33,42], Microscopia de Fuerza Atémica [43-45], medidas de Angulo de
Contacto [46], Resonancia Magnética Nuclear [47], difraccion de rayos X [48] y Espectroscopia
Raman [41,49].

En el &rea de la biofisica, este tipo de sistemas puede resultar de interés para estudiar las
propiedades eléctricasy permeabilidad aiones o moléculas de peliculas de diferentes lipidos de interés
en biologia. También es posible analizar €l efecto de lafuerzaidnica, latemperatura, €l pH, la presion
de transferencia, etc, sobre las propiedades de conduccién de la pelicula de lipido. Por otro lado,
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empleando electrodos como soporte de capas de L-B es posible aplicar campos eléctricos sobre las
capas ordenadas, y analizar asi el efecto que éste tiene en la estructura de la pelicula.

Como se dijo anteriormente, las peliculas de L-B sobre electrodos son muy estudiadas desde un
punto de vista cualitativo en quimica analitica, y desde un punto de vista cuantitativo en electroquimica
basica. Sin embargo, no se conoce mucha literatura en la que estos sistemas se estudien desde un punto
de vista biofisico, para obtener informacion sobre la estructura supramolecular de moléculas de interés
bioldgico sobre el electrodo.

El presente trabajo de tesis propone como objetivos principales estudiar por medio de técnicas
electroquimicas la permeabilidad y conductividad de capas de lipido constituyentes de membranas
celulares sobre electrodos preparadas segin el método de L-B. Se propone también estudiar el
comportamiento de cada lipido en la interfase solucién acuosa-aire y asi correlacionar las propiedades
de conduccion del lipido con su estructura supramolecular. Como ésta depende a su vez, entre otros
factores, de la estructura de la molécula, se estudiara una serie de moléculas de estructuras similaresy
con diferencias conocidas ya sea en el grupo polar o en la cadena hidrocarbonada. Asi, se pretende
también relacionar la estructura molecular con los resultados revel ados por el ectroguimica.

Otro tépico de interés en la presente tesis es estudiar €l efecto del campo eléctrico sobre la
estructura de la pelicula de lipido, andlizar la existencia de posibles reestructuraciones de la pelicula
asi como lareversibilidad de estos procesos. Para ello se proponen diversas técnicas Opticas, se ponen a
punto para estos sistemasy se interpretan | os resultados.

Para cumplir con los objetivos propuestos se emplearon técnicas electroquimicas, Opticas,
microscopias e isotermas en lainterfase agua-aire.

En cuanto a las técnicas electroquimicas, si se disuelve en solucidn la especie oxidada de una
cuplaredox y se modifica el potencial del electrodo de formatal de que ocurralareduccién, laespecie
debe atravesar la capa de lipidos para poder reaccionar sobre el electrodo, como se esgquematiza en la
figura 1.1. De estaforma, es posible analizar las propiedades de conduccion de la peliculade lipido, asi
como su permeabilidad al ion electroactivo y las posibles interacciones entre el lipido y €l ion.

Difusion
OI

Seno de la solucién

R<

Difusion

Fig. 1.1. Esquema del proceso de transferencia electrénica de una cupla redox presente en
solucién sobre de un electrodo cubierto por una monocapa homogénea de lipido.
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Para estudiar solamente la permeabilidad de la pelicula al ion'y su conductividad, se pueden
utilizar cuplas redox hidrofilicas y que no posean interacciones especificas con € lipido, asi como
comparar el resultado obtenido con diferentes iones electroactivos.

Este método de andlisis sblo es posible si 1a corriente principal circulante por el sistema se
debe a la reaccion de oxido-reduccion del ion que atraveso la capa de lipido. Sin embargo, s por
alguna razén € lipido forma capas no homogeéneas, dejando zonas del electrodo libres, y esos huecos
son suficientes como para que la corriente que no circula a través de ellos sea despreciable, mediante
una medida voltamétrica se obtendra informacion acerca de la estructura de la pelicula, tamafio de
huecos y distribucion de los mismos (ver figura 1.2) mas que de su permeabilidad.

L os resultados empleando técnicas el ectroquimicas se muestran en los Capitulos 3y 5.1 a 5.5.
Estos resultados se analizan en funcion de las caracteristicas de interfase de cada lipido, mostradas en
el Capitulo 4.

Fig. 1.2. Esquema del proceso
de transferencia electrénica de
una cupla redox presente en
solucion sobre de un electrodo
semi-cubierto por una
monocapa de lipido. Las flechas
representan corriente eléctrica
circulando por cada zona del
sistema.

Una vez caracterizadas las capas de lipido a través de la respuesta voltamétrica de iones
electroactivos presentes en solucion, se emplearon otras técnicas que permitan estudios microscopicos
de la pelicula. Las técnicas Opticas empleadas fueron Elipsometria (Capitulo 8.1) y Espectroscopia
Infrarroja (Capitulo 9). En cuanto a las microscopias, se empled Microscopia de Fuerza Atémica
(Capitulo 7) y Microscopia de Epifluorescencia empleando peliculas mezcladas con un marcador de
fluorescencia en pequefia proporcién (Capitulo 6).

Asimismo, se analizd el efecto del campo eléctrico aplicado empleando Elipsometria y
Espectroscopia Infrarroja (Capitulos 8.2 y 9).
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1.2 Sistemas Bgjo Estudio.

Durante esta tesis se estudiaron peliculas de lipidos empleando diferentes técnicas, la mayoria
de las cuales requieren de la presencia del lipido sobre un electrodo. A continuacion se describen las
partes que conforman los sistemas estudiados, es decir, los lipidos empleados, €l material del electrodo,
las cuplas redox disueltas en solucidn y las sales utilizadas como electrolito soporte en las medidas
electroquimicas.

1.2.1. Lipidos

L os lipidos empleados forman espontdneamente capas mono-moleculares en la interfase agua-
aires selassiembraapartir de una solucion de aproximadamente 1 nmol L™ en cloroformo:metanol
(2:1).

Se estudié la siguiente serie de lipidos: Dimiristoilfosfatidilcolina (dmpc), esfingomielina
(sphm), galactocerebrésido (galcer) y sulféatido (sul). Un esquema de los mismos se muestra en la
figura 1.3. Los criterios para su eleccion se basan en la comparacion de los efectos producidos por
diferente tipo de cadenas hidrocarbonadas de lipidos con igual grupo polar (dmpc y sphm), y por
diferencias conocidas en el grupo polar para lipidos que poseen similar porcién hidrofébica (sphm,
galcer y sul). Ademés, esta serie de esfingolipidos (sphm, galcer y sul) y particularmente los
glicoesfingolipidos (galcer y sul) poseen una complejidad creciente en la cadena oligosacarida de su
grupo polar. Esto introduce diferencias muy marcadas en su empaguetamiento intermolecular y en sus
propiedades dipolares [1,50] lo cual permite comparar de manera controlable la influencia del grupo
oligosacarido sobre sus propiedades de superficie.

P—o CHg
HBCMO / /
o
.
N—CcH,
dmpc /
HsC
o]
A/\</
R o
' w/ N\
P—o CHg
R7 — / \,/—\/
% +
N
OH Sphm / CHs
HaC
OH o OH
(0]
/ O H
/ o) (0] H Rl/\/\< o H

RT H NH OH H
NH OH H . . H OH
_ H OH 2 H o o

R H OH OH N

oH sul A

galcer ©

Fig. 1.3. Esquema de los lipidos estudiados.
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De los lipidos utilizados, uno solo (sul) esta cargado a los pH de trabajo. A estos pH, Sul se
encuentra cargado negativamente [107], Galcer se encuentra neutro [107] mientras que dmpc y sphm
son zwitterionicos [55].

La composicion aproximada de las cadenas hidrocarbonadas de dichos lipidos es la siguiente:

- dmpc: Es un lipido Unico, de composicidn conocida, sintetizado en laboratorio. Sus cadenas
hidrocarbonadas estan formadas por la union éster de dos &cidos miristicos (&cido n-tetradecanoico) y
glicerol.

- Esfingolipidos: Son mezclas de lipidos de diferentes cadenas hidrocarbonadas, purificados a
partir de cerebro bovino. Sus cadenas hidrocarbonadas estén formadas por la unién amida de un &cido
graso y un alcohol de cadena larga. El acohol es en su mayor parte esfingosina de cadenas lineales de
18 y 20 &omos de carbono monoinsaturadas. La mezcla de &cidos grasos contiene principa mente
&cido estedrico (&cido n-octadecanoico), acido araquidico (écido n-eicosanoico) y &cido nervénico
(&cido n-cis-15-tetracosenoico).

1.2.11. Material del Electrodo.

Parallevar a cabo |os objetivos planteados, se requiere de un electrodo sobre cuya superficie se
transfieran las capas de lipido 1o més homogéneamente posible, para |0 que se necesita una buena
adherencia del lipido al electrodo. También, es importante que el electrodo no introduzca
complicaciones adicionales, siendo 10 mas inerte posible. La eleccion del material de electrodo es de
suma importancia ya que la calidad de la transferencia es altamente dependiente del mismo. El método
de transferencia utilizado (método de Schaefer, el cual se describe en el Capitulo 2.1) requiere que €l
soporte sea hidrofébico, ya que las cadenas hidrocarbonadas quedan orientadas hacia él. Por otro lado,
para que el soporte pueda ser utilizado como electrodo en medidas el ectroquimicas, es necesario que
sea conductor. Estas dos condiciones no son cumplidas por muchos solidos.

El carbono vitreo es un material hidrofébico, por 1o que la interaccion del lipido con este
sustrato es buena, asegurando una buena transferencia. Sin embargo, no esideal desde el punto de vista
electroquimico ya que si bien posee unaamplia ventana (til de potencial, las transferencias el ectrénicas
en esta superficie no siempre son rapidas y dependen del estado superficial del electrodo. Sin embargo,
luego de realizar estudios con otros materiales de electrodo, se €ligié carbono vitreo para realizar los
estudios priorizando el hecho de que sobre él se transfieren todos |os lipidos bajo andlisis.

El carbono vitreo es un material preparado por carbonizacion y subsiguiente tratamiento
térmico de materiales orgénicos. Es un carbono que se caracteriza por laisotropia de sus propiedades,
alta pureza, dureza y baja permeabilidad a gases y liquidos. Su estructura ha sido objeto de muchos
estudios. El modelo més aceptado involucra la presencia dtomos de carbonos de hibridizacion sp® y sp°.
La cantidad relativa de carbono trigonal depende del tratamiento térmico. Se ha propuesto un modelo
de semiconductor con un gap de energia rel ativamente pequefio [51].

El carbono vitreo cumple con los requisitos del soporte mencionados. Sin embargo, para
obtener una superficie reproducible y sobre la cual ocurran transferencias electronicas rapidas, es
comun activar el electrodo. Existen varios métodos de activacion de superficies [52], algunos son
quimicosy otros electroquimicos. Se probaron dos de ellos:

12
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1) Ciclado en H,SO,
2) Pulsosde potencial en KOH

Con ambos métodos se logré una buena activacion superficial del electrodo; sin embargo, la
activacion implica la formacion de grupos ceto, acidos y acoholes en la superficie del electrodo, lo
cual se correlaciona con un aumento en la hidrofilicidad de la superficie. Esto hace que el electrodo sea
menos hidrofébico, con una consecuente disminucion en la interaccion lipido-carbono vitreo que
dificulta la transferencia de la monocapa desde la interfase aire-agua a la superficie del electrodo. Por
esta razon se utilizé la superficie de carbono vitreo limpia, recién puliday sin otro pretratamiento, y
cada voltagrama fue comparado con el voltagrama sobre la superficie limpia (Capitulos3y 5 a 8).

Como materia de electrodo se €eligié entonces carbono vitreo pulido a mano con alimina de
diferente tamafio de grano (1; 0,5 y 0,03 um), enjuagado con agua ultrapura y sin ningan otro
tratamiento posterior.

Los espectros de infrarrojo por refleccion externa, sin embargo, no pudieron ser realizados
sobre este sustrato (Capitulo 9). En este caso particular se utilizd oro policristalino.

1.2.111. Cuplas Redox.

Se utilizaron diferentes cuplas redox, todas hidrofilicas de forma tal de minimizar su
interaccion con lamonocapal lipidicay su permeacion através de la misma. En todos |os casos, tanto la
especie oxidada como la reducida son solubles para evitar su adsorcion al electrodo y competencia con
el lipido por la superficie. Se buscaron cuplas con las que se puedatrabajar a pH neutro, o a menos no
extremadamente &cido ni basico y que posean diferente carga y reversibilidad electroquimica. Ellas
fueron: Fe(CN)e®/ Fe(CN)s", RuU(NH3)s*/ Ru(NHs)s*", Cu(NH3),*/ Cu(NHg)," y Fe(EDTA)Y/
Fe(EDTA)Z.

1.2.1V. Composicion | 6nica de las Soluciones.

Es conocido que algunos iones provocan perturbaciones sobre la estructura de algunas
monocapas lipidicas. En particular, el ion Ca®* induce cambios marcados en |as propiedades dipolares,
dectrostaticas y del empaquetamiento molecular de interfases formadas por fosfolipidos vy
glicoesfingolipidos, asi como en la interaccion entre ellos [53-55]. La presencia de grupos con carga
negativa en e grupo polar de glicoesfingolipidos introduce cambios adicionales dependiendo de la
localizaciéon del grupo cargado a lo largo de la cadena oligosacérida que se extiende hacia la fase
acuosa [50]. Se ha descripto previamente la participacion de Ca* en la segregacion lateral de fases en
monocapas Yy bicapas lipidicas [56] |o cual introduce defectos de topografia en el plano de la interfase.
Por todo esto, se analiz6 el efecto de agregados sucesivos de Ca®* a la celda electroquimica asi como
en la subfase cuando se analiz6 el comportamiento de interfase de estos lipidos.

Como electrolito soporte se empled NaNOs, ya que tanto e NOs; como e Na' no interaccionan
marcadamente con ninguno de los lipidos empleados.
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Capitulo 2: Materialesy Métodos.

2.1. Técnicas Empleadas.

2.1.1. Fundamentos Teoricos.

2.1.1.1. Monocapasde Lipidosen la Interfase Agua-Aire.

En 1917, Irving Langmuir demostr6 que muchas moléculas anfipéticas forman
espontdneamente capas mono-moleculares insolubles en la interfase agua-aire, con el grupo polar
inmerso en el agua y la cadena hidrocarbonada hacia el aire o paralela a la interfase, dependiendo
de la compactacion [57]. Estas estructuras se denominan cominmente monocapas de Langmuir (L).

Muchas substancias no difunden solas en la interfase para formar la monocapa, por lo que
normalmente se utilizan soluciones de las mismas en algun solvente. El solvente debe favorecer la
dispersion del soluto en la interfase agua-aire y luego eliminarse del sistema, por lo que se suelen
usar solventes volatiles e insolubles en agua. Paraformar la monocapa se inyectan pequefias gotas
de esta solucion sobre diferentes zonas de la interfase limpia, utilizando una jeringa calibrada, de
formatal de conocer e volumen total de solucién utilizada (y por tanto de soluto). Este proceso se
denomina comdnmente “siembra’ [2, 57,58].

La siembra se redliza en una cuba de material hidrofdbico y lipofébico (puede ser
politetrafluoretileno, PTFE), completamente limpia. Antes de cada medida, todo el sistema se lava
con alcohal etilico, el cua disuelve a muchos surfactantes que puedan estar presentes. El dreatotal
de lainterfase, y por tanto, de la monocapa puede ser modificada utilizando dos barreras moéviles
del mismo material de la cuba que barren la superficie de agua. Asi se modifica el area promedio
de cada mol écula en la monocapa y, consecuentemente, la concentracion superficia de lipido.

Las fuerzas de interaccién intermoleculares son asimétricas en una interfase, generando
sobre las moléculas interfaciales una fuerza neta hacia el interior de cada fase, de formata que e
sistema buscard minimizar la superficie de contacto. EI aumento del érea de interfase ira
acompafiado de un aumento en energia libre proporcional aé. La constante de proporcionalidad es
latension superficia (y), lacua se define como:

y = EE H Ecuacion 2.1

[os El‘,V,ni

en donde G eslaenergialibre de Gibbs, y ses el &reade interfase.

Los surfactantes son moléculas que modifican la tension superficial. En particular, los
lipidos son surfactantes, y en su presenciay disminuye respecto a la interfase limpia, a este cambio
se lo denomina presion lateral o de superficie (7).

m=-Ay=y,-y Ecuacion 2.2

siendo y, latensién superficial de lainterfase en presenciadel lipido y vy, latension superficial de
lainterfase en ausencia de lipido (limpia).
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Para las medidas de presion superficia se utilizd el método de Wilhelmy. En este método,
un cuerpo delgado de material hidrofilico se suspende desde un dinamémetro muy sensible en la
superficie de liquido. Las fuerzas actuantes sobre €l cuerpo son el empuje de Arquimedes y los
efectos de la tension superficial y gravitatorios. Es posible demostrar que para un cuerpo de
material completamente hidrofilico (angulo de contacto nulo), delgado y rectangular, el cambio en
fuerza medido por e dinamémetro debido ala presencia de |la monocapa esta dado por [57]:

AF=-2Tm1 (a + b) Ecuacion 2.3

en dénde ay b son el espesor y € ancho del cuerpo. La balanza se calibra para la geometria del
cuerpo y se gjusta el cero de tension superficial con la interfase limpia. Al agregar el lipido, se
calculalapresién superficial a partir de la fuerza soportada por € dinamémetro. En lafigura2.1 se
muestra un esquema de la balanza, la cua se denomina balanza de Langmuir por ser andloga a
equipo utilizado por Langmuir.

“+ cuerpo

kb [ 5

Fig.2.1. Esquema de una balanza de Langmuir.

A medida que se varia el &reainterfacial, cambiala concentracion superficial de lipido, por
lo que también cambia la presién lateral. Una gréfica de la presion lateral en funcion del &rea
molecular promedio es Ilamada isoterma presion lateral-area molecular. En lafigura 2.2 se muestra
un esquema del montaje experimental.

area molecular

Fig.2.2. Esquema del sistema utilizado para
Biteeggy || determinar |as isotermas presion-area de una

monocapa lipidica.
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El requisito fundamental que debe cumplir el material del cuerpo es que debe ser
hidrofilico. En este sentido, muchos materiales han sido utilizados. platino, vidrio, cuarzo, mica
papel, etc. El platino sin embargo, tiene la gran ventaja de que si entre cada medida se flamea sobre
Ilama, se obtiene una superficie limpiay atamente hidrofilica[57].

En lainterfase entre un liquido polar (como el agua) y otra fase, existir una tendencia de
las moléculas de agua a orientarse. Como las moléculas de agua son dipolos, esta orientacion
producird un campo eléctrico asimétrico cerca de la superficie. Al introducir otra molécula polar o
cargada en la interfase se producira un cambio en este campo. Dependiendo de las condiciones de
pH de la subfase, los lipidos pueden encontrarse neutros o cargados. Los lipidos neutros poseen
generamente una distribucion asimétrica de carga, generando dipol os permanentes.

En la electrostética clasica, el potencial en un punto se define como €l trabajo requerido
paratraer una carga de prueba desde €l infinito a ese punto. El campo eléctrico interfacial se podria
obtener a partir de la diferencia de potencial entre dos puntos, uno en cada fase. Sin embargo, este
potencial (llamado de Galvani) no es accesible experimentalmente, ya que el trabajo requerido para
trasadar la carga de una fase a la otra también tendr4 componentes que no son puramente
electrostaticos, sino que son efectos quimicos resultantes de diferencias en las interacciones
intermolecul ares, etc.

El potencial de Volta se define como € trabajo necesario para traer una carga de prueba
desde €l infinito a un punto inmediatamente fuera de la fase, muy cerca de ella. La diferencia de
potenciales de Voltaen e contorno de una fase sera entonces la diferencia de potencial de Voltade
las dos fases, y es accesible experimental mente.

El cambio en el potencial de V olta que se produce cuando en unainterfase limpia se genera
una monocapa insoluble se [lama cominmente potencial superficial (AV) de lapdlicula[57].

El potencial superficial se puede medir utilizando dos electrodos, uno en la subfase y otro
en € aire (figura 2.3). Un potenciometro incorporado a circuito se opone al potencia de Volta, y
se mide €l voltgje requerido para anular la corriente que fluye en el sistema. Para ello es necesario
gque ambas fases sean conductoras, |0 que se lograionizando el aire entre lainterfase y el electrodo
y disolviendo un electrolito fuerte en la subfase. El aire se ioniza montando en e electrodo una
pequefia cantidad de material radioactivo, que puede ser Americio (***Am). EI Am tiene un tiempo
de vidamedia largo (458 afios), por lo que tiene unalarga duracién. Su emision de rayos y es débil,
emite principalmente radiacion o la cua produce ionizacion intensa en cortas distancias. Estas dos
propiedades |o convierten en una buena eleccion [57].

O
—

AN/
subfase |:|
electrodo l
de

referencia

Fig.2.3 Esquema del disefio de equipo para medidas de potencial superficial. La flecha sefidla la zona
de aire ionizado.
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Las medidas de potencial superficial sellevan a cabo en lasiguiente celda:
Electrodo 1 (de >Am) | Aire | Subfase | Electrodo 2 (calomel u otro electrodo de referencia)

La interfase de interés es. Aire | Subfase. Se toma como referencia el potencia de
superficie de lainterfase limpia, y todos los potenciales son informados respecto a éste. Se asume
gue los cambios en potencial observados a sembrar 1a monocapa reflgjan sélo propiedades de la
pelicula Como € AV de interés es la diferencia entre dos medidas de potencial consecutivas, no
interesan los valores de potencia de las otras interfases, ni las resistencias de la celda, siempre y
cuando se mantengan constantes.

El AV se puede registrar amedida que se varia €l &reatotal de la monocapa, obteniendo asi
unaisotermaAV-area molecular.

Tanto para estas isotermas como para las isotermas presion lateral—area molecular es de
suma importancia que la cuba donde se realicen las medidas esté protegida del medio ambiente
para evitar la contaminacion de la interfase, y que se encuentre dentro de una jaula de Faraday
conectada atierra, para evitar sefiales de potencial parésitas.

2.1.1.11. Transferencia dela Monocapa al Soporte Sdlido.

Muchos métodos para estudiar monocapas insolubles involucran la presencia de la
monocapa en una interfase sélido-liquido o solido-gas. Por ello, es importante poder transferir las
monocapas formadas en la interfase agua-aire (monocapas L) a un soporte solido. Las dos formas
de transferencia mas utilizadas son [57,58]:

- Deposito vertical, demostrado por primeravez por Langmuir y Blodgett.

- Método de Schaefer o de contacto, propuesto por Langmuir y Schaefer.
Aqui solo se explicara el segundo método, por ser el empleado en la presente tesis (ver mas
adelante).

Una vez transferidas al soporte solido, las monocapas reciben el nombre de monocapas de
Langmuir-Blodgett (L-B). Katherine Blodgett demostro que es posible transferir mas de una capa,
formando multicapas. Cuando hay multicapas, las peliculas de L-B se clasifican de acuerdo a la
orientacion de cada capa respecto a resto y respecto a sustrato. En el caso en que la primera capa
tenga e grupo polar hacia el sustrato, la siguiente se encuentre a reveés, y asi sucesivamente, se
denomina “tipo Y”. Este es €l tipo més estable de multicapas, ya que las interacciones entre capas
adyacentes son hidrofilicas o hidrofébicas. Sin embargo, pueden formarse multicapas en las que las
capas sucesivas se encuentren orientadas con €l grupo polar hacia el mismo lado. Si e grupo polar
se encuentra hacia el sustrato se denominan “tipo Z”, caso contrario serd “tipo X”. En lafigura2.4
se muestra un esquema de cada tipo de multicapas de L-B [58].

Para que e proceso de transferencia sea reproducible y cuantitativo, es de suma
importancia que el solido se encuentre limpio, y la presion lateral de lamonocapa de L no sea muy
baja para que las moléculas estén cerca una de la otra. La transferencia de la monocapa es
altamente dependiente de la naturaleza del sustrato: puede ocurrir que la monocapa se escape de la
superficie del solido a ser sumergido en agua, o que se adhiera tan fuertemente que sea necesario
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un tratamiento quimico destructivo para removerla. El pre-tratamiento al que sea sometido €l
sustrato puede afectar draméticamente la transferencia[57,58].

Es dificil evitar los artefactos introducidos debido a la manipulacién mecanica de las
monocapas de L-B. Si hay irregularidades en el movimiento del sustrato, se pueden generar estrias
en la capa depositada. Pueden existir otro tipo de imperfecciones debidas a gotas de agua que
gueden atrapadas entre el solido y la monocapa [57,58].

OCOABAAAD T

OCOABAAAD T

OCOABAAAD T
Y X -

Fig. 2.4. Multicapasde L-B tipo X, Y y Z
Método de Schaefer

Aqui solamente se discutird el método de transferencia de Schaefer, por ser el utilizado en
la presente tesis. En este método, primero se prepara una monocapa de L, la cual debe encontrarse
lo més comprimida posible. Luego, un sustrato plano es puesto horizontalmente en contacto con la

monocapa. Cuando el sustrato es

v levantado y separado de la

2 superficie de agua, la monocapa es

IHH HH HH HH. I transferida, quedando con la misma
orientacion molecular que en la

b interfase agua-aire, es decir, con las

Fig. 2.5. Método de ) .
. Transferencia de cadenas hidrocarbonadas hacia €l

IHH 1S RILL! HHu:l Schaefer. sustrato (monocapas tipo X). La
(a) Barreraque presion lateral debe mantenerse
mantiene la presion e

constante  durante  todo
lateral constante,

b ) (b) Sustrato. procedimiento. En la fi'gurell' f2'.5adse
TR R -~ muesra un esquema Smplificado
El procedimiento se del  procedimiento. Se han
repite la cantidad de informado casos en los que

VECes gue sea

b . monocapas preparadas por este
necesario. - _
? ({g¢ método se encuentran orientadas al
H@ revés (tipo Y), implicando la
presencia de un reordenamiento
[59,60].
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El procedimiento se repite cuantas veces sea necesario, formando asi multicapas. Entre
cada depdsito es necesario dejar secar cada monocapa transferida, para que la préxima se adhiera.

2.1.1.111. Técnicas Electroquimicas. Generalidades.

Para todas las medidas el ectrogquimicas se utilizaron celdas de tres electrodos. un electrodo
de referencia, un electrodo auxiliar o contra-electrodo y el electrodo de trabajo. La corriente circula
entre el electrodo de trabajo y €l auxiliar, mientras que los cambios de potencial son aplicados o
medidos entre el electrodo de trabgjo y el de referencia, através del cua précticamente no circula
corriente, por lo que su potencial se puede considerar constante e independiente de la corriente que
circulaatravés del electrodo de trabajo [61].

Cuando tanto la especie oxidada como la reducida son solubles en el solvente utilizado
paralamedida, se pueden describir |as reacciones de transferencia de carga con el siguiente modelo
[62]:

1) El reactante llega alavecindad del electrodo mediante transferencia de masa.

2) Existe una reorganizacion estructural de las especies que tomarén parte en la reaccion de
transferencia de carga.

3) Ocurre lareaccion de transferencia de carga en si:

O+ne” "2 R
P

en donde I2 y IZ son las constantes de velocidad para € proceso de reduccion y de oxidacion
respectivamente.

4) Existe una nueva reorganizacion estructural del producto recién formado.
5) El producto de transferencia de carga es removido hacia € seno de la solucién mediante
transferencia de masa.

La transferencia de carga entre el reactante y el electrodo requiere un contacto con €l
electrodo. Este contacto puede ser visualizado como un solapamiento entre un orbital molecular del
reactante y el nivel de Fermi del electrodo. Para que ocurra este solapamiento, se supone que debe
haber una reorganizacion estructural del reactante. Este proceso es andlogo a la formacién de un
complejo activado en reacciones homogeéneas. El producto inmediato de la transferencia de carga
no suele tener la estructura precisa de la especie que se aga del electrodo, por 1o que es necesaria
una reorganizacion estructural del mismo [62].

Este model o explica porqué distintas reacciones difieren en velocidad. Si s6lo se requieren
minimas reorganizaciones para alcanzar €l estado de transicion, la reaccién sera rapida.
Alternativamente, si la molécula debe sufrir grandes reorganizaciones, e proceso ocurrird mas
lentamente. Esto se relaciona con la reversibilidad electroquimica: una reaccién
el ectroquimicamente reversible es aguella en la que las concentraciones interfacial es corresponden
a los valores de equilibrio para cada potencial aplicado. Para que el sistema se mantenga bajo
condiciones de reversibilidad, la velocidad del paso 3) debe ser lo suficientemente rapida como
para que a todo tiempo se alcancen los valores de equilibrio en lainterfase. Esto depende de K y
k , y también de las condiciones experimentales. Cuando esto se deja de cumplir, los procesos se
denominan cuasi-reversibles o, en el caso extremo, irreversibles.
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Latransferencia de masa puede ocurrir de tres formas diferentes:

1) Migracién: normalmente se minimiza utilizando un electrolito inerte en exceso, llamado
electrolito soporte.

2) Conveccion: muchas técnicas utilizan soluciones quiescentes, siendo por tanto esta forma
de transferencia de masa despreciable. Cuando existe conveccidn, esta es controladay con
flujos descriptos por ecuaciones conocidas.

3) Difusion: siempre esta presente y no hay forma de minimizarla, ya que se debe a los
gradientes de concentracion resultantes de la deplecion de reactivo y e consecuente
aumento de producto en la superficie del electrodo. La ecuacién de difusién utilizada para
describir los gradientes de | as especies el ectroactivas en funcién del tiempo y ladistanciaal
electrodo es la dada por la segunda ley de Fick, en las coordenadas que sean éptimas para
describir lasimetria del sistema[63]:

aciétx’t) =D, O°C(x,t) Ecuacion 2.4

siendo C (X,t)la funcion que describe la concentracion de la especie i en un dado punto del
espacio X y aundado tiempo't, y D; el coeficiente de difusion de dicha especie.

El potencial de equilibrio es el potencial en e que no hay flujo neto de corriente en €l
sistema, es decir, las densidades de corriente anddica (de oxidacion) y catédica (de reduccién)
suman cero o, dicho de otraforma:

o=l =1

Asi quedadefinida lo, la corriente de intercambio, como el valor absoluto de la densidad de
corriente anddica o catddica cuando no hay flujo neto de corriente, esdecir cuando el potencia es
el de equilibrio. En esta situacion, el potencial electroquimico de los reactivos y los productos
(especie oxidaday reduciday electrones transferidos a electrodo) deben ser iguales. Esto llevaala
conocida ecuacién de Nerst [63]:

E =E° +%In(CO IC.) Ecuacion 2.5

en donde E. y E° son los potenciales de equilibrio y estandar del electrodo, n es la cantidad de
electrones transferidos, F es la constante de Faraday y Co y Cr son las concentraciones de la
especie oxidada y reducida en la superficie del electrodo. Al modificar el potencial nos alejamos
del equilibrio, hasta que se alcance uno nuevo al nuevo valor de potencial. La densidad de corriente
neta que circula en este lapso es descripta por la ecuacion de Butler-Volmer [63]:

U F F
| =1, gxpg%n @— exp@— acr11_ n % Ecuacion 2.6

R

en donde n es el sobrepotencia: n = E - E; 0,y 0, son los coeficientes de transferencia de carga
anddico y catodico respectivamente y se definen como las siguientes derivadas parciales [63]:
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Udlogl, O —u Odlogl, O

00— =a. Y O-——=0 =0, :1—0{C Ecuacion 2.7
0 109C5: (.. [19109C5 .

C5 y Cg son las concentraciones de O y de R en el seno de la solucion. Los coeficientes a, y o
dan una idea de cuan fécil es la oxidacion respecto a la reduccién. Son una fraccién por 1o que
suman la unidad, como se indica en las ecuaciones 2.7.

La ecuacion 2.6 tiene comportamientos limites a val ores de sobrepotencial bgjosy altos:

_IonFn RT RT -
| = para n on Ecuacion 2.8
RT NF .NF

| =1, =-l,exp(-a.nFn/RT) parasobrepotenciales muy negativos  Ecuacion 2.9

| =1, =1,exp(a,nFn/RT) parasobrepotenciaes muy positivos Ecuacion 2.10

Las ecuaciones 2.9 y 2.10 son conocidas como ecuaciones de Tafel, y gréficos de log |l
versus n se denominan gréficos de Tafel. Estos graficos permiten obtener informacion sobre la
corriente de intercambio y los coeficientes de transferencia de carga anddico y catddico [63].

La corriente de intercambio también puede expresarse en funcidén de las constantes
cinéticas paralareaccion de oxidacion y reduccion:

|, = nFk° (C,‘;o )ac (Cg)o )l_ac Ecuacion 2.11

en donde k°, la constante de transferencia de carga estandar, queda definida por:

k =K° expEraE;_:_F r]D Ecuacion 2.12
y por:
k =k°exp Lo NP nD Ecuacion 2.13
HRrT 'H |

El proceso de transferencia de carga de una molécula electroactiva también puede
estudiarse utilizando otras técnicas electroquimicas en donde no se cumplen las ecuaciones de
Tafel: Pulsos de Potencial, Voltametria Ciclica, Espectroscopia de Impedancia Electroquimica,
entre otras.
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2.1.1.111-a. Pulsos de Potencidl.

En los experimentos de pulso de potencial, el potencial del electrodo de trabajo se cambia
bruscamente, como se muestra en lafigura 2.6, y se adquiere la respuesta corriente-tiempo o carga-
tiempo. Si 1o que se analiza es €l flujo de corriente, la técnica se denomina cronoamperometria
[63].

E/V
E - Fig. 2.6. Perfil potencial-
2 tiempo para un pulso

Unico de potencial en un
experimento de
cronoamperometria.

El

1 0 1 2 3

Si inicialmente solo se encuentra presente la especie oxidada (O), E; y E, se eligen de
formata de que las especies estables en solucion sean O y R (especie reducida) respectivamente.
En t=0 €l potencia se cambia instantdneamente a E,, a cua ocurre la reduccién de O a una
velocidad controlada por difusion.

Resolviendo la segunda ecuacién de Fick, con las condiciones iniciales y de contorno
adecuadas, y para un electrodo plano se obtiene la ecuacion conocida como de Cottrel [63]:

1/2/~
=2 e
%

Esta ecuacion es vélida siempre y cuando e control sea difusional y la conveccién sea
despreciable.

Ecuacion 2.14

2.1.1.111-b. Voltametria Ciclica.

La técnica méas empleada en e &rea de la electroquimica es la voltametria ciclica. Esta
técnica se basa en aplicar una onda triangular de potencial tal como se esguematiza en la figura
2.7ay medir larespuesta en corriente del sistema sin agitar. Los potenciales E; y E; de lafigurase
eligen afin de que ocurra la oxidacién o reduccion de la especie electroactiva. El tiempo en el que
serevierte el barrido de potencial est..

En voltametria ciclica, la Unica forma de transferencia de masa considerada es la difusion.
Los voltagramas (gréficos de corriente en funcion de potencial) proveen cuatro parametros de
importancia; la corriente del pico catddico iy, el potencial del mismo Ey’, y la corriente iy’ y €
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potencial del pico anddico E,*. El proceso anddico corresponde a la oxidacion y el catédico ala
reduccion. Un potencial anddico es un potencial més positivo que uno catédico. En lafigura 2.7b
se muestra un gjemplo cualitativo. Existen relaciones entre estos parametros, las que pueden
brindar informacién sobre el mecanismo de reaccion [62-64].

/[\ _ ] i b) i de oxidacion
potencial
—_— :
ip de reduccioén :
c ,
. 7\ =

tiempo — >
P Ep de reduccion Ep de oxidacién

Fig.2.7. a) Perfil de potencial-tiempo para un experimento de voltametria ciclica.

b) Respuesta tipo del sistema bajo la aplicacién de un barrido de potencial como el mostrado en la
figuraa) y pardmetros de importanciaen el andlisis.

2.1.1.111-c. Espectroscopia de Impedancia Electroquimica.

Otra técnica electroquimica muy utilizada es la Espectroscopia de Impedancia
Electroguimica. Consiste en perturbar a sistema con una onda sinusoidal de potencial (o corriente) y
analizar larespuesta en corriente (o potencial). El sistemarelgarala perturbacion enviando una sefia
diferente en amplitud y fase. La sefial adquiridaes el valor de impedancia a diferentes frecuencias, €l
cual es un nimero complejo cuyo médulo es el cociente entre las amplitudes del voltaje y de la
corriente y su argumento es la diferencia de fase. El comportamiento del sistema bajo estudio se
compara con el de un circuito electrénico (llamado circuito equivalente) y a cada componente del
circuito se le asigna un significado fisico [65,66].

2.1.1.1V. Técnicas Opticasy Microscopicas.
2.1.1.1V-a.Elipsometria.

La elipsometria se basa en iluminar una superficie con luz de una determinada longitud de
onday un determinado estado de polarizacion. El haz incidente suele ser plano polarizado, y con un
angulo de 70° respecto a plano de incidencia, es decir, €l plano que contiene los haces incidente y
reflejado. Si la polarizacion del haz es paralela a plano de incidencia, se lo designa p, s es
perpendicular, s. La superficie a medir debe ser reflectante, de forma tal de que parte del haz
incidente sea reflejado hacia un analizador rotatorio, que mide la intensidad de luz en funcién del
tiempo a medida que rota. El analizador envia la sefial a una PC, en donde es procesada, dando
como resultado dos angulos: A y W. Estos angulos describen el estado de polarizacion del haz
reflejado: A mide el corrimiento de fase de la componente s respecto de la p, mientras que W mide
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e cociente en amplitud entre ambas componentes. Las figuras 2.8ay 2.8b muestran esquemas de lo
antes explicado [67].

En general, para toda superficie reflectante, los valores de A y W de la luz reflejada
describen una luz elipticamente polarizada. La forma de la elipse depende de las propiedades
Opticas del sustrato, descriptas a través de su constante Optica, que se puede expresar como €l
indice de refraccion complejo [68]:

A=n-ik Ecuacion 2.15

Lacomponente real del indice de refraccion complejo es €l indice de refraccion n, que es el
cociente de la velocidad de propagacion de laonda en €l vacio respecto a medio de interés:

n= < Ecuacion 2.16
Y
La componente compleja es e coeficiente de extincion kK, que es una medida de la
absorcion de luz por el medio.
Cuando €l sustrato esta cubierto por una capa delgada, los valores de A y W dependeran de
las propiedades Opticas del sustrato y también de las de la pelicula, ademas de su espesor [67-69].
Es decir que el nimero de variables desconocidas sera como minimo 5 (ny K del sustrato, ny kK de
la pelicula y espesor de la pelicula), esto es si e film es isotrépico. Si este fuera anisotropico
exigtirian 2 valores de n y dos valores de K para la pelicula. Normalmente se estudia el sustrato
limpio, para conocer sus propiedades Opticas, y luego se estudia la pelicula sobre el sustrato ya
conocido. Aun asi, el nimero de variables desconocidos es como minimo 3, y los pardmetros
conocidos son sélo 2. Por esto es necesario 0 bien suponer algun valor de n, k 6 espesor, 0 bien
variar alguno de éstos pardmetros, de los cuales el espesor es el experimentalmente més accesible.

TR0 DO ERO T

ik nodaile
F|g 2 Suisinils — .IJ' 'I . 68]
’ =, — 3 r

e

I.-A- 1 L
i
1

Plann du ncidenca I|_|l"|

Haz RaMajado
« (Eliplicamenie Polarados

Fig. 2.8b. Haz incidente y reflejado en una medida elipsométrica [68].
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En el caso de peliculas de L-B, se pueden depositar capas sucesivas de lipido, variando asi
el espesor de lapelicula, y medir Ay W luego de cada transferencia.

Lo usua en esta técnica es graficar W en funcion de A para cada espesor, ya gque la curva
descripta por este gréfico depende de ny K de la pelicula [67-68]. La curva experimental se gjusta
con unatedrica utilizando el modelo mas indicado para el sistema bgjo estudio.

2.1.1.1V-b. Microscopia de Epifluorescencia.

Otravariable de gran importancia en este tipo de monocapas (tanto las L como lasL-B) esla
homogeneidad de la pelicula. Para obtener informacidn a respecto es deseabl e observarlas utilizando
alguna técnica. El microscopio Optico tiene una resolucién maxima de 0,2 um y permite visualizar
objetos que sean parcialmente transparentes al haz de luz [70]. Los objetos opacos pueden ser
observados usando laluz reflgjada. Las capas mono-moleculares de lipidos no absorben en €l visible,
siendo totalmente transparentes, por |o que no pueden ser vistas directamente sSino que es necesario
modificar sus propiedades Opticas. Existen mol écul as anfipati cas fluorescentes que son miscibles con
diferentes lipidos y que pueden ser utilizadas como marcadores de fluorescencia, agregandolas en la
solucién de sembrado de lipido en un 0,5-1 %. Para observar objetos fluorescentes en el microscopio,
el haz de luz de excitacion debe encontrarse del mismo lado que el objetivo, llamandose a este tipo
de microscopia, de epifluorescencia (fluorescencia de superficie).

Estos marcadores de fluorescencia pueden particionar preferentemente en monocapas fluidas
(o condensadas), quedando segregada de los dominios condensados (o fluidos) presentes. De esta
forma es posible visualizar la estructura supramolecular de la monocapa y detectar la presencia de
zonas de diferente estado de fase [71]. También es posible observar lamonocapade L-B y andizar si
la monocapa transferida reproduce la estructuracion de la monocapa en lainterfase agua-aire.

2.1.1.1V-c. Microscopia de Fuerza Atémica.

Para estudiar la homogeneidad de la monocapa a una escala més pequefia, es necesario
utilizar un microscopio de mayor resolucion. En este sentido, la Microscopia de Fuerza Atomica
(AFM) puede ser de gran utilidad. EI microscopio de fuerza atdbmica emplea una punta muy fina (de
alrededor de 10 nm de didmetro) al final de un soporte flexible de unos 100-200 um de largo para
realizar un muestreo de la superficie de interés. Las deflexiones del soporte medidas a una resolucién
de décimas de nandmetros sirven para determinar €l contorno de la muestra, generando imégenes que
muestran latopografia de la superficie analizada.

A medida que la punta se mueve sobre la muestra, las fuerzas existentes entre la puntay la
superficie hacen que el soporte se doble. Un detector mide esta deflexion y permite que una
computadora genere un mapa topogréfico de la superficie. Lafigura 2.9 muestra un esquema de este
equipo. En e AFM de contacto (método empleado en este trabajo de tesis), la punta se encuentra a
menos de un nanémetro de la superficie, la fuerza interatdmica entre la punta y la muestra es
repulsiva ya que la componente dominante de la fuerza es la repulsion de Born. A medida que se
muestrea la superficie, el cambio en topografia resulta en un cambio en lainteraccion punta-muestra.
Por lo tanto, la fuerza incidente en la punta es alterada, 1o cual se detecta como una deflexion del
soporte [72].
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La resolucién de esta técnica depende del tamario de la punta empleada. En la presente tesis
no se utilizo la resolucion méxima ya que se tomaron micrografias de tamafios entre 250 x 250 nmy
8,5x 6,5 um.

detector

Fig. 2.9. Esquema de un microscopio de fuerza atémica[72].

2.1.1.1V-d. Espectroscopia infrarroja por reflexion externay ATR (attenuated
total reflection).

La espectroscopia infrarroja provee una herramienta poderosa para caracterizar €l sistema
bajo estudio a un nivel molecular. En el caso de peliculas de L-B, es necesario utilizar una técnica
diferente de la espectroscopia de transmision para su estudio. En este sentido, |a espectroscopia por
reflexion externa (ERS, Externa Reflectance Spectroscopy) permite la toma de espectros de
mol éculas adheridas a un soporte solido reflectante, y esidea parael estudio del empaguetamiento
molecular y la orientacién de peliculas orgénicas ultra-finas.

En latécnica de ERS, el haz incide sobre la superficie de interés y se refleja en ella, como
se esguematiza en lafigura 2.10a. El espectro de la superficie limpia se toma como linea de base y
luego se registran los espectros en presencia de las moléculas de interés [73]. El espectro obtenido
depende de la interaccion del campo eléctrico de la luz con la molécula y también con los
electrones del sustrato, por lo que el espectro depende tanto de la molécula bajo estudio como del
sustrato. Las propiedades Opticas del carbono vitreo son tales que en presencia de lipido se
modifica la linea de base, con la consecuencia de que los espectros sobre esta superficie tienen
picos bimodales de muy dificil interpretacién [74].

A causa de esto, se realizaron |os espectros sobre una superficie metdica, sobre la cud la
interpretacion es méas sencilla. Sobre un metal, se cumple la“regla de seleccion superficial” [73], la
cual establece que para moléculas que estén adsorbidas a una distancia cercana a electrodo
solamente son activos en IR 1os modos con un momento dipolar perpendicular ala superficie.

Para conocer €l espectro de cada lipido en particular, se realizaron ademés medidas por
ATR (Attenuated Total Refraction). Latécnicade ATR se basaen hacer incidir un haz deluz IR en
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una ventana de forma trapezoidal, dentro de la cual se producen multiples reflexiones internas
como se muestra en la figura 2.10b [75]. Los lipidos de la solucion que se han adsorbido a la
ventana absorben una peguefia porcion del haz que incide en ella. La sefidl de una sola reflexidn
seriamuy débil, por esto es que | as reflexiones deben ser multiples. La ventana puede ser de Ge, Si

07ZnSe.

a) b)
ELECTRODO
] Solucién bajo estudio
Mol éculas adsorbidas FUENTE DETECTOR
FUENTE DETECTOR

Fig. 2.10. Esquemas de experimentos de las dos técnicas de espectroscopia empleadas. a) ERS-IR, b) ATR.
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2.1.2 Interpretacion de los Resultados. M odel os Empleados.

2.1.2.1. Isotermasen la I nterfase Agua-Aire.

2.1.2.1-a. Presion Lateral-Area Molecular.

Una monocapa insoluble, formada a partir de la siembra de una solucién de la molécula
anfipdtica no es un estado de equilibrio estable, sin embargo si la barrera energética es o
suficientemente grande, estos estados metaestables pueden perdurar un tiempo lo suficientemente largo
como para estudiar sus propiedades.

A medida que la monocapa es comprimida, existen cambios en las interacciones moleculares,
gue se manifiestan en la presion lateral (17). Estas peliculas pueden ser comprimidas hasta una presion
caracteristica, a partir de la cual es imposible aumentar Tt En estas condiciones, el &rea disminuye al
mantener Tt constante, o Ttdisminuye si el &rea se mantiene constante. Estas condiciones se denominan
punto de colapso, €l cua gueda caracterizado por lapresiony el areade colapso. La presion de colapso
es la mayor presion a la cual una monocapa puede ser sometida sin que exista expulsion de las
mol éculas para formar una nuevafase [2,57]. Esta presion es altamente dependiente de las condiciones
experimental es como temperatura, composicion de la subfase, velocidad de compresién, historiaprevia
delapéicula, etc.

Cuando la presion a la que esta sometida la pelicula es cercana a la de colapso, hasta la
fluctuacién térmica puede llevar a que las moléculas sean forzadas fuera de la interfase. La pelicula
bajo alta compresion se pliega como se esquematiza en la figura 2.11. Las moléculas son forzadas
fuera de la superficie, formando multicapas o yéndose ala subfase [57].

]

[} [T

> Aumento deTt

Fig.2.11. Comportamiento de una monocapa a presiones mayores que la presion de colapso [57].

Antes de la presién de colapso, las moléculas pueden existir en diferentes estados, anadlogos a
los estados liquido, solido y gaseoso en las tres dimensiones. Los estados en que se pueden encontrar
las monocapas se dividen en tres. condensado (liquido o sdlido), expandido y gaseoso. En algunos
casos es posible transformar una pelicula de un estado a otro cambiando la temperatura o la presion
superficial. Cada estado esté caracterizado por un cierto grado de libertad molecular o de orden, que
resulta de las fuerzas intermolecul ares de la peliculay entre la peliculay la subfase.

En estado gaseoso las mol éculas se encuentran separadas |o suficiente como para experimentar
una fuerza intermolecular baja. La presion de superficie de estas monocapas se aproxima
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asintéticamente a cero a medida que aumenta el area disponible para la monocapa. Se propone gue en
este estado |as cadenas hidrocarbonadas de |os lipidos se encuentran paralelas alainterfase [57].

El estado condensado se encuentra en el extremo opuesto del estado gaseoso. En este estado las
moléculas forman un arreglo de maximo empaquetamiento, y se ubican casi perpendicularmente a la
interfase. Los perfiles de presién-&rea son casi lineales y con una alta pendiente, 1o cual indica baja
compresibilidad. Esto reflgja la presencia de fuertes interacciones entre las cadenas hidrocarbonadas,
las que mantienen a las moléculas en su empaguetamiento maximo, con poca dependencia de la
presién superficial [57].

El estado expandido es un estado intermedio entre los estados gaseoso y condensado. Los
perfiles presion-area de estas peliculas muestran una curvatura considerable que resulta de una
compresibilidad relativamente alta. Este estado puede ser visualizado como una fase liquida del gada.
Las porciones hidrofobicas estan orientadas en forma aleatoria, mientras que e grupo polar se
encuentra en contacto con la subfase [57].

En la figura 2.12 se observa una isoterma presion-area tipo en la que puede verse e
comportamiento de cada estado, mientras que la figura 2.13 muestra un esquema de la orientacién
molecular de una monocapa de lipidos en cada estado de agregacion.

Fig. 212. Isoterma presién-area
esquematica de una monocapa que
presenta tres cambios de fase y cuatro
estados diferentes: gaseo0so,
expandido y dos estados condensados
de distinta compresibilidad [57].
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Como puede verse en la figura 2.12, cada estado de la monocapa se puede caracterizar por su
compresibilidad, siendo el estado gaseoso el mas compresible y e solido condensado el mas rigido.
Esto se puede cuantificar através del factor de compresibilidad k definido como:

K =—Am%% Ecuacion 2.17

en donde A, es € areamolecular. Mientras mayor sea K, mas compacta sera la monocapa y mas dificil
serdmodificar su area.
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Fig. 213 Representacion
esquemédtica de los estados de una
monocapa y orientacion de las
moléculas en la interfase agua-aire

2.

ESTADO SOLIDG ESTADO LIQUIDO
CONDENSADO CONDENSADO

2.1.2.1-b. Potencial Superficial-Area Molecular.

A medida que cambia el érea disponible para cada molécula es esperable que el potencial
superficial (AV) también cambie. Para relacionar el potencial con las propiedades moleculares, es
necesario tener en cuenta el cambio en la concentracion superficial a medida que se comprime la
monocapa. La forma més simple de hacer esto es dividiendo €l AV por la concentracién superficial:
AV/n, en donde n es el nimero de moléculas por centimetro cuadrado.

Un modelo muy utilizado para la interpretacion de los resultados del potencia de superficie
involucra la comparacién de la pelicula con un condensador de placas paralelas. La pelicula se supone
un arreglo de dipolos, cuyo momento dipolar efectivo es en ladireccion perpendicular, p,. Este modelo
tiene serias limitaciones pero es muy utilizado, por 1o que se define e momento dipolar superficial
como [57]:

M, = AAV 112m Ecuacion 2.18

En & caso de monocapas ionizadas, debe haber contra-iones disueltos que mantienen la
electro-neutralidad del sistema. La presencia de los contra-iones y la monocapa insoluble genera una
doble capaidnicaen lasuperficie (figura 2.14).

Una interpretacion cuantitativa de las propiedades de monocapas ionizadas requiere restar al
potencia medido la componente debida a potencial de la doble capaionica. El potencia de superficie
estard dado por [57]:

AV =4mu, +¢ Ecuacion 2.19

en donde el primer término es el momento dipolar superficial convenciona para monocapas neutras, y
¢ representa la diferencia de potencia entre la superficie y el seno de la solucién debido a la doble

capa.
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0] ] = | Seno de la solucion
Superficie

Fig. 2.14. Una monocapa cargada genera una doble capa ionica en la superficie. Como los contra-iones
pueden penetrar entre los iones de la monocapa (posicién A) o inclusive alcanzar posiciones encima de
ellos (posicion B), es dificil decidir cual es la distribucion efectiva de potencial en lainterfase y cerca de
ella. Esto se indica esqueméticamente con dos curvas de potencia diferentes en el diagrama de potencial

[57].

Puede realizarse una estimacion de ¢ utilizando el modelo de Gouy-Chapman, através del cual
laecuacion 2.19 tomalaforma[57]:

AV = 1271% +50,4sinh™ (134/ A ¢?) Ecuacién 2.20

en donde A, es €l area molecular y ¢ es la concentracion de electrolito, en. Esto es valido a 20°C
siemprey cuando el electrolito sea1:1.

Si €l electrolito es 1:2 (dos aniones por cada cation), es una buena aproximacion calcular ¢

-33
¢ =In ’31 10 +15 RT Ecuacion 2.21
An Canién F

Tanto en el caso de monocapas neutras como ionizadas, el cambio en el potencial interfacial al
formarse la monocapa insoluble en lainterface agua-aire contiene tres contribuciones. el cambio en los
dipolos del agua cerca de la interfase (), los dipolos del grupo polar () y los de la cadena
hidrocarbonada (l13). Cada uno de ellos puede tener diferente orientacion. Lo que se obtiene a partir de
laecuacion 2.18 0 2.20 es el dipolo global, y no se puede descomponer en cada contribucion particular
[2]. Al comprimir la monocapa, muchas veces se observan cambios en el momento dipolar global, esto
puede deberse a cambios en la orientacion de la cadena hidrocarbonada, en el grupo polar o bien auna
reestructuracion del agua de hidratacién que rodea al grupo polar inserto en la subfase. La medida del
potencial superficial sdlo permite obtener un valor global del momento dipolar superficial.

como:
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2.1.2.11. Técnicas Electroquimicas.

2.1.2.11-a. Cronoamperometria.

En la cronoamperometria la densidad de corriente para un electrodo plano semi infinito esta
dada por la ecuacion de Cottrell (ecuacion 2.14), que se puede reordenar para dar:

nF o ,
Mt”z =ﬁDl/2C0 Ecuacion 2.22

Si se conoce la concentracién de la especie en € seno de la solucién, es posible calcular €l
coeficiente de difusion de la especie [63]. Paraello se grafica |I| 2 en funcion del tiempo. De acuerdo
con la ecuacion 2.22, esta grafica deberia ser la de una funcion constante. Sin embargo, como se dijo
en e Capitulo 2.1.1, esta ecuacion es solo vdida s € control es difusional, la conveccidon es
despreciable y la corriente que circula en el sistema es solo faradaica. Al aplicar un pulso de potencial
al electrodo ocurren procesos que no han sido tenidos en cuentay que son inevitables [63]:

- Frente a cambio de potencial del electrodo hay un reordenamiento de los iones presentes en
solucion. Este proceso provoca un flujo de corriente [lamada capacitiva. Este proceso es rgpido
(pocos cientos de milisegundos), por lo que los primeros valores de corriente no deben ser
tenidos en cuenta en el experimento.

- Aunqgue no se provoque conveccion mecanica durante el experimento, a tiempos mayores a 10
s, los gradientes de concentracién comienzan a ser tan grandes que existen diferencias en
densidad entre |as zonas de diferente concentracion. Esto genera un flujo conveccional [lamado
conveccion natural, el cual no puede ser evitado. Para tiempos grandes, por tanto, la ecuacion
tampoco es vélida

Es decir que solo existe un interval o intermedio de tiempos en los que se cumple lalinealidad de |I| con
tY2 y esta es la zona que se considera para el céculo de D. Los tiempos tipicos estdn comprendidos
entre1 msy 10 s[63].

La condicién de que exista control difusional se logra utilizando un potencial lo
suficientemente grande como para que no haya control cinético ni mixto, sino que el proceso
determinante de la velocidad sea lallegada de |a especie oxidada a electrodo [63].

2.1.2.11-b. Voltametria Ciclica.

La voltametria ciclica provee una sefia corriente-tiempo, la cual se convierte a corriente-
potencial conociendo la velocidad ala cua se modifica el potencial, [lamada velocidad de barrido v. La
forma del perfil corriente-potencial depende del tipo de flujo difusional existente y del proceso de
transferencia de carga global.

Normalmente se parte de una solucion que contiene sdlo una especie (supongamos que €s la
oxidada O), y de un potencial a cual esta especie es estable, por lo tanto no hay corriente faradaica.
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En e caso de que sblo exista la reaccién redox, sin reacciones quimicas acopladas, € proceso
global consta de tres etapas: dos etapas difusionales (llegada del reactivo al electrodo y partida del
producto hacia el seno de la solucion) y la etapa de transferencia del electron, cuya velocidad depende
de la constante de transferencia de carga k. Como se dijo en la Seccién 2.1.1, un proceso
electroquimico puede ser reversible, cuasi-reversible o irreversible. La forma precisa del perfil
corriente-potencial o voltagrama depende de ello. Sin embargo, la forma cualitativa del voltagrama es
facil de entender. En €l barrido de ida, la corriente aumenta a medida que el potencial se acerca a
potencial esténdar de la cupla, pasa por un méximo y luego disminuye a medida que € se consume en
reactivo en la superficie del electrodo y se produce una corriente de reduccién limitada por difusion.
Por lo tanto, la respuesta es un pico de corriente asimétrico. En el barrido de vuelta, contintia habiendo
corriente catédica mientras el potencia sea lo suficientemente negativo como para producir la
reduccién de O. Sin embargo, cuando el potencial se acercaa esténdar, R puede retornar a electrodo y
oxidarse, por lo que la corriente pasa por cero y se vuelve anddica[63].

Difusion lineal.

Cuando el electrodo es macroscopicamente plano y de dimensiones grandes (radio mayor a
micrémetro), el régimen de transporte de masa es de difusion lineal semi infinita, independientemente
del tamafio y forma del electrodo. La difusion sdlo ocurre en direccion normal al electrodo.
Describiremos a continuacién e método de célculo de voltagramas tedricos descripto por Nicholson
[76-77], yaque es €l que se utilizd en la presente tesis. LIamemos x a la coordenada perpendicular ala
superficie del electrodo y asumamos el siguiente mecanismo:

O+ne” "% R
P

Se cumpliran las siguientes condicionesiniciales y de contorno:

t=0,x20 C,=CJ;, C;=C; Ecuacion 2.23
t=0 IimC,=CJ; limC;=C; Ecuacion 2.24
t>0,x=0 D, 0Co , D, oCq _ 0 Ecuacion 2.25
ox ox
_ oC, _ B
t=0,x=0 D, PVl kCo, —k,Cx Ecuacion 2.26
X
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Las ecuaciones de Fick del sistema expresadas en coordenadas cartesianas toman laforma:

ac,
ot

°C,  aC,
-D
e Y ot R

9°C,

ENe Ecuacion 2.27
X

:DO

Utilizando la ecuacion de Buttler-Volmer, la ecuacion 2.26 se convierte en:

0C
D O_
° ax

anF(E_E ) EI nF(E Eo)Cézog

ke 50 —eRT Ecuacion 2.28

Un barrido de potencia triangular simétrico puede expresarse como:

OE-vt 0<t<t
e.EBE c

Ecuacion 2.29
Eﬁ + vt —2Vtc t =t

En dondet; es €l tiempo a cual seinvierte el barrido de potencial y E; es el potencial deinicio.
Si se combinan las ecuaciones 2.28 'y 2.29, la ecuacion 2.26 tomalaforma:

=" « 0., 0CT 0
Do 9S _ K° EC?O B(t)E —DC—D s(t)cyo Ecuacion 2.30
0X r O 0~ 0OCaO 0
Lafuncion St) se define como:
Oe™ t<t
S(t) = ¢ Ecuacion 2.31
( ) Eﬁm_zm° (>t cuacion
En donde:
m=nFv/RT Ecuacién 2.32

Utilizando &l método de la transformada de L aplace aplicado ala ecuacion 2.30 se obtiene:

x(v)Br(cs/cs)s(yH
Y

J'\/_ Y(C /C) j:' y-2 Ecuacion 2.33

Para que la ecuacién 2.33 sea adimensional, se redlizaron las siguientes sustituciones y
cambios de variable:

=(D, / Dy )1/2 Ecuacion 2.34
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y=mt Ecuacion 2.35
_n 0Cy /w B
X (y) =D, ax Cg/mmD, Ecuacion 2.36

Y= Yako/ \TTMD, Ecuacion 2.37

Laecuacion 2.33 puede ser resuelta de la siguiente forma: El intervalo de integracién se divide
desde mt = 0 aM en N subinterval os igual mente espaciados, através del siguiente cambio de variables:

z=0n Ecuacion 2.38
definiendo:n=y/ 9o

Aqui, des el paso deintegracion (0= M/ N) y n es el nimero serial del subintervalo. Asi se
Ilega ala siguiente igualdad:

z 1 xdndn

d
J'\/)/z \/_I\/nn

El punto singular n = 1 en la ecuacion 2.39 puede ser eliminado a través de una integral por
partes para dar:

Ecuacion 2.39

"x(dn)dn __O " [ -
L =21y Jn+[/n -n d g (on Ecuacion 2.40
e A A

Laintegra del lado derecho de laigualdad 2.40 puede ser reemplazado por una sumatoria, de
formatal que la ecuacion 2.40 se convierte en:

5 d = - : . .
J' \/r’_r’ = 2%)( Jn+ .Z Jn—=i ¢ (I +1) -X (I )% Ecuacion 2.41

Reemplazando la ecuacion 2.41 en la ecuacion 2.33 se obtiene:

X(n)(gj)u =1-S-25 (1+gS) Ep( JH+ZJ_@( i +1) —x (i )@ Ecuacion 2.42

En donde:
g=Y(Cs/cr) Ecuacion 2.43
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Para calcular x(n) a partir de la ecuacién 2.42 es necesario conocer (1) € cua se obtiene a
partir de esta misma ecuacién paran = 1.

x(1)=1-¢€° / gge“s )a Y+ (1 +ge‘5) yNE 5 Ecuacion 2.44

Parai = n-1, el calculo de x(n) requiere conocer x(n). Por ello serealizalo siguiente:

X(n)(gs)a :1—8—2\/5(1+gS gp( n +Z\/_@( +1) —x (i )@

-2 (1+9S)Ex(n)-x(n-1)g  Ecuacién2.45
Conlo cua x(n) se caculaa partir de laecuacion final:
1—8—2\/3(1+98)§x(1)x/ﬁ -x(n-1) +"ZZ\/n 4B (i 4) —X(i)%

X (n) = = Ecuacion 2.46

(gj)a +25 (1+gS)

Analizando la variacion de x(n) con , se encuentran diferentes zonas de comportamiento de la
funcién x(n). Un valor ato de  implica una k° ata o bien una v baja, lo cual implica un proceso
reversible. Por e contrario, un valor bajo de (¢ se corresponde con un proceso irreversible. En general,
del andlisis del comportamiento de x(n) en cada zona, se pueden extraer 10s siguientes criterios de
diagnéstico [62]:

Criterios para unareaccion reversible:

El potencial de pico (E,) esindependiente de lavelocidad de barrido (V).

E, - EY=AE,=59mV /n a25°Cy esindependiente de v (n es el nimero de electrones que
se intercambian en la reaccién)

ip / V' esindependiente de v.

ip’ /i, =1 eindependiente de .
Criterios para una reaccion cuasi-reversible:

E, cambia con v.

AE, a25°C se puede aproximar a59 mV/ n abagjas v, pero aumentaal hacerlov.

ip, / VM2 es virtualmente independiente de v.

ip /ip’=1ls a.= a,=0,5.

Larespuesta voltamétrica se asemeja ala de unareaccién irreversible a medida que v aumenta.
Criterios para unareaccion irreversible:

E, se corre 30/ an mV hacia potenciales catodicos por cada década de incremento de v.

ip/ V2 esindependiente de v.

No se observa pico de corriente en el barrido inverso.
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En las figuras 2.15a 'y 2.15b se muestra como g emplo voltagramas para diferentes valores de
los pardmetros Y y a calculados empleando el procedimiento de Nicholson antes descrito.

X (adimensional)
X (adimensional)

T T T T T T T T T T T T
-08 -0,6 -04 -0.2 0,0 0.2 -1,0 -0,8 -0,6 -04 -0,2 0,0 0,2 0,4

E/V E/V

Fig. 2.15 a) Perfiles corriente-potencial tedricos calculados siguiendo el procedimiento de
Nicholson (ver texto) con a. = a, = 0,5. Valores de y: 10 (----); 1,0 (—); 0,10 (I 0,010 (-
[=); 0,0010 (--[#). b) Perfiles corriente-potencial tedricos cal culados siguiendo € procedimiento
de Nicholson (ver texto) con Y = 0,10. Valoresde a.: 0,50 (----); 0,70 (—); 0,30 (— —)

Difusion no lineal.

Cuando a menos una dimension del electrodo es muy pequefia, € régimen de transporte de
masa es funcion del tamafio. La difusion deja de ser lineal, y depende de laforma del electrodo. Estos
electrodos se denominan microelectrodos [78,79]. Para electrodos esféricos, la difusion sera esférica,
para un disco plano de radio pequefio serd hemisférica, etc (ver figura2.16). Si ladifusién no eslined,
los criterios antes expuestos se dejan de cumplir. La densidad de corriente serd mayor que para el caso
de difusion lineal ya que estas formas de difusion son més rapidas, por 1o que aumentalavelocidad del

proceso de transferencia de masa. Se puede considerar que la densidad de corriente para difusion
esférica contiene dos componentes [ 78,79]:

I = Iplano +|esferico - f (V) + f (r) Ecuacion 2.47

La corriente por difusién plana depende de v y la corriente por difusién esférica depende del
radio del electrodo r (o del pardmetro que mide la dimension del electrodo que es pequefia),
aumentando si éste disminuye. Por |o tanto, la corriente por difusion esférica se evidenciardabgjasvy
para electrodos pequefios. En e caso limite, la forma del perfil corriente-potencial serd la de una
sigmoidea, sin pico, y cuyo valor de corriente mayor se denomina corriente limite (figura2.18 b) y esta
dada por [78-79]:

I, =4nFDCr

Ecuacion 2.48
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Si en vez de un electrodo pequefio se tiene un arreglo de microel ectrodos (figura 2.17), se debe
tener en cuenta la interaccion de los flujos difusionales de cada microelectrodo individual. A tiempos
cortos (velocidades de barrido altas) la concentracion de O difiere de la del seno de la solucién sblo
muy cerca de la superficie activa, y la difusion es lineal. A tiempos intermedios, el gradiente de
concentracion se extiende a mayores distancias, comparables al tamafio del sitio activo, y ladifusion se
hace hemisférica. A tiempos largos (velocidades de barrido bajas), €l gradiente de concentracion se
extiende a distancias comparables con la distancia entre microelectrodos, los campos difusionales
individuales se solapan y la difusion lineal domina nuevamente el flujo de masa (figura 2.18) [80].
Cual valor de velocidad es ato y cual es bajo depende del sistemaen particular (tamarfio del sitio activo

y separacion de los mismos).

- " % 8 I
- 8 8 8 s & B
"R N 5 &9 8
e s a0 L
& b
2
* a®
e *'%
P
d

Fig. 2.17. Arreglos de
microelectrodos tipo disco en
patrones ordenados en cuadrados
(@ y hexagondes (b), o
microbandas interdigitadas (),
microdiscos ordenados al azar (d) o
arreglos irregulares y desordenados
(e) [80].
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Se han hecho muchas descripciones cuantitativas del transporte de masa en arreglos de
microelectrodos. Todas las aproximaciones coinciden en el comportamiento a bajas y a altas
velocidades de barrido. En ambos casos la respuesta es la misma que se obtiene cuando el electrodo es
macroscopico (difusion lineal). La corriente es proporciona a &rea geométrica total del electrodo
(zonas activas e inactivas), para bgjas velocidades y a &rea activa total para altas velocidades. A
tiempos intermedios, cuando los campos difusionales comienzan a interaccionar y eventualmente a
solaparse, aparecen diferencias entre los distintos tratamientos del problema. Es solamente durante este
intervalo que la corriente depende de laformaen que estan ordenados |os microelectrodos en el arreglo
[80].

Fig. 2.18. Evolucion de los
perfiles de difusion en arreglos
de microelectrodos. Las
velocidades de barrido de los

N
_/
'b: /_ . experimentos son: (a) dtas (b)
— intermedias y (c) bajas. También

se muestran esquematicamente
los voltagramas en cada caso

-~ ' [80].
_ . #’>

A continuacion se analizara el tratamiento del problema descripto por T. Gueshi, K. Tokuday
H. Matsuda [81,82], a cua denominaremos “maodelo de Matsuda’. Consideremos el caso particular en
el que N regiones activas circulares de radio a se ordenan en un arreglo hexagonal rigido, como el que
muestra la figura 2.19a. Se puede dividir el espacio adyacente al electrodo en N prismas hexagonal es
semi infinitos con bases hexagonales regulares mostradas en la figura 2.19b. Por simplicidad, se
considerara circulos cuya area sea igual ala del hexagono. Cada cilindro semi infinito sera una celda
unidad en € espacio (figuras 2.19). Por simetria, no hay flujo neto de reactivo entre las celdas
unidades. Con estas consideraciones podemos definir:

Areatotal de sitios activos: q(1—60) = ma°N Ecuacion 2.49

Areatotal de sitiosinactivos: g(8) = r(b”* —a*)N Ecuacion 2.50

en donde g es e 4rea geométrica del electrodo, Bes el cubrimiento (8 =1—(a/b)*) y besel radio de
la celda unidad. La ecuacion de difusion de Fick escrita en coordenadas cilindricas toma laforma:
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Ecuacion 2.51

acoszgﬁacog 9°C.0
o Chal o o282

en donde z es la coordenada normal ala superficie del electrodo.

.--"'“ .

. f— b
-__.:f’ . ; j_

. .

_.-"'

Fig. 2.19. Arreglo hexagonal de microdiscos (a), y celda unidad semi infinita de base hexagonal (b) y
circular (c) [80].

Las condiciones deinicio y de contorno son:

t=0,z=200 5
:C, =G5 Ecuacion 2.52

dC, _O/nF (0<sr<a)

Ecuacién 2.53
oz B (asr<b)

t>0,z=0:D

tZO,r:bD_DaCO B

B Ecuacion 2.54
t=0,r=0g or

Lacorrientetotal que fluye através del electrodo se obtiene integrando la densidad de corriente
sobre toda la superficie del electrodo:

Og 2 U
| =2(nFDq/b?)G— [C,rdr Ecuacion 2.55
( )Epz_([ o

=0
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Definamos:
2

C:l= b2

a b
J'Col’dr , G, =§Icordr Ecuacion 2.56
0 0

Entonces, utilizando las ecuaciones 2.49, 2.50, 2.53y 2.55, sellegaal siguiente sistema de ecuaciones
diferenciaes:

_ —
oC, = 2ab [0C, [0 +D 0°C, Ecuacién 2.57
ot o Hor ., o7
_ —
9C, =- 2a2D [PCo +D 9 CZ:Z Ecuacion 2.58
B Hor O oz

El término D (0C,, /dr),_, denotael flujo de O delazonall alazonal (figura2.20b). Como

es dificil evaluar este término rigurosamente, se hara la siguiente aproximacion: es razonable asumir
gue el transporte de masa entre Il y | es proporcional a la diferencia de concentraciones medias en
ambas zonas. El problema puede ser tratado como difusion radial en estado estacionario a un cilindro.
Las concentraciones medias en las zonas | y |l se encuentran en puntos internos y externos del cilindro
divisor (r = @), aunadistanciacay ¢ (b-a) respectivamente (figura 2.20b). Entonces para

r=a+e(b-a):C, =C,/0 Ecuacion 2.59
r=a-ga:C, =C,/(1-6) Ecuacion 2.60
se cumple:
D %i 9C M _ 0 Ecuacion 2.61
[ or or

Laresolucién de laecuacion 2.61 llevaa

D

5PC0 _
dJor H.. agin(1+@/1-8

) (62 —1961) Ecuacion 2.62

En donde:
3 =0 /(1—9), w =£/(1—E) Ecuacion 2.63
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Fig. 2.20.Diagramas esqueméticos de las coordenadas del modelo de electrodo (a) y de
los perfiles de concentracion en €l plano z[81].

E

SR S

Substituyendo la ecuacion 2.62 en las 2.57 y 2.58 se obtiene:

2_  — —_—
o, =D 0 (2:1 +A (C2 —19C1) Ecuacion 2.64
at 0z
2_ — —_—
oC, =D 0 (2:2 -A (C2 —19C1) Ecuacion 2.65
at 0z
D 2
en donde: A=— Ecuacién 2.66
b2 6In{l+@/-1-6)
La solucién de este sistema es:
o ¢ texpEA(t —u)gl (u)dut
| (u)du F DQ' ( )Q W [0  Ecuacion 2.67

(Cr) 0O oy T 3l "Fa D,

Ladensidad de corriente durante el barrido de potencial esta dada por |a ecuacion de Buttler-V olmer:

i() = nF{K(C,) o ~K(Cp) . Ecuiacion 2.68
siendo:
k=k’expFra (nF/RT){E(t) -E}H Ecuacion 2.69
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k=K expH1-a)(nF /RT){E(t) -E}{ Ecuacion 2.70

Reemplazando la ecuacion 2.67 en la 2.68, setiene:

U .
i(t)/nFg=(1-06)k% aD /D )m2 {1— /D./D, (C;"/Cg)e"} (1+e‘ )J- i(u)du

) nFq\/nD t-u)

¢ Bxo{ Ao (t-u} +expfg -Aq (t -u} Fi)du
(1‘9)£ nFa,/mD (t - u) H

Ecuacion 2.71

Como se dijo anteriormente, para un barrido de potencial triangular simétrico, definiendo tg
como el tiempo al cua seinvierte el sentido del barrido de potencial, &tomalaforma:

EE(E -vt-E°) Ostst,

é(b): D o Ecuacion 2.72
(g -2vt, —-E°) t=t
ERT( ) R

Definiendo D segln la ecuacion 2.73 y reordenando la ecuacion 2.71, se obtiene la ecuacion 2.74:
D=DS"Dg Ecuacion 2.73
/2 /2
Q eV (1-0) %H (034 Bﬁg efVCcy - A- 0 — B+ C% Ecuacion 2.74
nFq 1-6 H

en donde:

A=+ esm)I nFq'( )d:J_

t }\O(t u); ( )du

®* g ()

Ecuacion 2.75

Ecuacion 2.76

C= ef(t)j[ e i(u) du

2 nFqﬂ/nD(t—u}

Ecuacion 2.77
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Siguiendo el procedimiento de Nicholson, se define: m = nFV/RT y se redliza el siguiente
cambio de variables: mu = z conlocua i(u) = g(2) y &(t) = w(mt):

E ;:_(Ei—EO)—mt Os<t<t,
Y(mt): O Ecuacion 2.78

Eg’;(a E%)-2mt, +mt t 2t

Con lo que las ecuaciones 2.75-2.77 quedan:

(1+€) Cidu _(1+€"™)™  g(z)dz
nFq\/ﬁI/t u) nFq\/_I\/_,/mt 2)

e j(uydu _ m( (z)dz

nqu/_-[ Jt-u) nqu/_-[\F\/

Ecuacion 2.79

Ecuacion 2.80

AR
e e juydu _ e¥™ Me (™) g(z)dz

nqu/_-[ J(t-u) nFqJ_I Jm,J(mt

Ecuacion 2.81

Normalizando la corriente g(mt) se obtiene una funcién proporcional adimensional, a la que
[lamaremos funcion corriente x(mt):

Ecuacion 2.82

__g(m)
(mt)= nFqCS~mtDm

Como se hizo anteriormente con la ecuacién 2.33 para difusion linea semi-infinita,
dividiremos €l intervalo de integracion desde mt = 0 a M en N subinterval os igual mente espaciados, a
través del siguiente cambio de variables:

z=0n Ecuacion 2.83

definiendo:n=mt/ o

Aqui, des el paso de integracion (0= M / N) y n es el nimero serial del subintervalo. Asi se
Ilega ala siguiente ecuacion:

—aw(on) (1 _ 12 /12 o n
x(@n)= kg™ 1 9)%}% Q _[Pr g¥) Cr _ (1 1 g¥len) X(5f7)\/5dn
O

g
H
o

0
= (n-n) e U) 18
N @e X(5'7)x/3dn+ew(m)fe X 5’7)\5@7% Ecuacion 2.84
0
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De forma similar a lo hecho anteriormente para el caso de difusion lineal, se pueden rescribir
las integrales en forma de sumatorias, como se indica:

I 5!7)\/_0',7 2\/_9(1 n+Z\/_(X|+1) ())E Ecuacion 2.85

By [ P, S BN

Ecuacion 2.86

(-)

o} o 2

Ecuacion 2.87

Como se observa en las ecuaciones 2.85-2.87, para calcular x(n) es necesario conocer x(1) e
cual se obtiene tomando n= 1:

-aw(5) (4 _ w(5
14 ke -0 §1+e"’(5))2 5+ erf A, e )y
Jbm (1

Ecuacion 2.88

Parai = n-1, el cdculo de x(n) requiere conocer x(n). Por ello serealizalo siguiente:
nZ_l\/n—i[)((i +1)- x() = x(n)- x(n-2)+ nZZ\/n—i[)((i +1)- x(i)] Ecuacion 2.89

Con lo cua x(n) se calculaapartir delaecuacion final:

X(n:koe% eé!%g D'*@e“" o e )2\/_5(1)\/5+Z\/_[X|+1 (i)]—X(n—l)E

__ovm By (B0 B30 )= et B B -
o et 2o 5 el POy )y )-er B Seo-an
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6yrm_ - EW E/@\ =(n=1) s
_(1—enmAR é" nE, = EX +1)- E\FE(” 1@/
wien L GJm S [, 6-/rme?@ g ke @ (1-6)
/§+§1+e())2\/3 E\/iﬁ o 6%77 fE\/:@ em %

Ecuacion 2.90

El valor de € fue determinado experimentalmente por Matsuda et al. [82-83] empleando

electrodos semibloqueados de diferente cubrimiento y valores de a, encontrdndose un valor de 0,21
independiente de la estructura de la superficie.

En las figuras 2.21ay 2.21b se muestra como € emplo voltagramas para diferentes valores de
los parametros 0 y b cal culados empleando el modelo de Matsuda et al. antes descrito.

x (adimensional)

X (adimensional)

T T T T T T T T
-0,4 -0,2 0,0 0,2 04 0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

E/V E/V

Fig. 2.21 a) Perfiles corriente-potencial tedricos calculados siguiendo € modelo de Matsuda et al.
(ver texto) cona, = 0, = 0,5. D = 710° cm?s®; K = 1 10° cms™; b =3 103 cm; £ = 0,210, v = 0,100
V s*. Vaores de 8 0,10 (—); 0,50 (— —); 0,70 (-----); 0,090 (— - —). b) Perfiles corriente-
potencial teoricos calculadossiguiendo el modelo de Matsuda et a. con o, = C(a =05.D=710° cm

st k=110° cms ; 0= 090 €=0,210,v=0,100V s*. Valoresde b: 110°cm(—); 310%cm
(— —):;510%cm (————) 710%cm (—-—).

2.1.2.11-c. Espectroscopia de Impedancia Electroguimica.

En esta técnica, e circuito experimental debe ser comparado con un circuito electronico cuya
respuesta ante la misma perturbacion sea andloga, llamado circuito equivalente. Los circuitos

equivalentes més usuales son: una resistencia en serie con una capacidad y el circuito de Randless. Los
mismos se detallan a continuacién [65].

Circuito RC.

En lafigura 2.22 se esquematiza este circuito, en donde una resistencia se encuentra en serie con un
capacitor de placas paraélas. Este circuito se correlaciona a un experimento en € que solo existe
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corriente capacitiva, con ausencia de corriente faradaica. Es decir que es el caso en € que no se
encuentra presente ninguna reaccion redox sino solamente el electrolito soporte [65].

| | Eig. 2.22. Esguemade un
| | circuito en donde una

resistencia se encuentra en
Ca serie con un condensador

Rs
La resistencia se interpreta como la resistencia de la solucion, la cual depende de lafuerzaidnica, y
la capacidad equivale ala capacidad de acumulacion de iones en la zona de doble capa [65].

Circuito de Randless.

En lafigura 2.23 se esquematiza este tipo de circuito, en donde una resistencia se encuentra en serie
con una capacidad, la cua estd en paralelo con una pseudocapacitancia. La interpretacion fisica de este
circuito implicala presencia de corriente faradaicay corriente capacitiva[65].

La pseudocapacitancia se suele separar en dos componentes:

1. Resistenciapura (Ry) relacionada con la corriente de intercambio.
2. Impedancia de Warburg (W) relacionada con la difusién de |as especies.

Ric

R _\/\/\/—@— Fig. 2.23. Esquema de un circuito en
S

donde una resistencia se encuentra en
_\/\/\/7 - serie con un condensador, €l cua estaen
paralelo con una pseudocapacitancia.

Cd|||
|

A través de algun software de gjuste es posible obtener los valores de R, R, Wy Cqy. En esta
tesis se empled el software de gjuste “Equivert” (“Equivalent Circuit”, por € Dr. B. Boukamp, de la
Universidad de Twente, Paises Bgjos). Una vez obtenidos estos valores, es de interés relacionarlos con
los pardmetros que caracterizan el sistema bajo estudio. Para la interpretacion de Cy en presencia de
mol éculas organicas sobre el electrodo, se debe considerar que la capacidad de la doble capa disminuye
respecto ala superficie limpia, debido a que la acumulacién de iones se ve impedida por la presencia de
las moléculas hidrofdbicas. Si la monocapatransferida al electrodo es compacta, se puede considerar que
lainterfase se comporta como un capacitor [83]. En ese caso:

C =——~ Ecuacién 2.91

en donde dy es €l espesor de la cadena hidrocarbonada, €, es la peritividad del vacio y € la de la
monocapa.
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Se puede demostrar que, para un proceso electroquimico cuasi reversible, con coeficientes de
difusién para la especie oxidada y reducida (D) iguales, e igual espesor de capa difusa 9, laresistenciaa
latransferencia de carga esta dada por [65]:

D
- 1+ s emay)+epy)

Ecuacion 2.92

RIC: 2 21,0
T e renla )€+ O+ enl) s

Endonde ¢ = %n ;'Y €l resto de los simbol os tienen el significado usual.

2.1.2.11-d. Elipsometria.

Para € andlisis de los resultados elipsométricos se empled un modelo de pelicula simple,
homogénea, con anisotropia Optica segun el eje normal al electrodo [67]. L os programas utilizados para
el gjuste de los datos experimentales no fueron desarrollados durante la presente tesis por [0 que su
detalle no se discuten aqui.
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2.2 Equiposy Reactivos.
2.2.1. Monocapas de Lipidos.

Dimiristoilfosfatidilcolina (dmpc), galactocerebrésido (galcer) y esfingomielina (sphm) (de
cerebro bovino) fueron adquiridos de Avanti Polar Lipids y utilizados sin purificacion adicional.
Sulfatido (sul) fue purificado de cerebro bovino como se describe en [84,85].

Las soluciones utilizadas como subfase fueron preparadas con agua ultrapura sistema MilliQ
(18 MQ) o bidestilada. Las isotermas se realizaron sobre agua pura 0 sobre las soluciones que se
emplearon paralas medidas electroquimicas.

Para | as isotermas presion lateral-area molecular se utilizé una cuba de PTFE con barreras del
mismo material, refrigerada con un termostatizador Haake F3C. Latemperatura se mantuvo en (25 £ 1)
°C. La baanza utilizada emplea e método de Wilhelmy con un cuerpo de platino platinizado y fue
construida en €l laboratorio.

El potencial superficial se midié con un electrodo de **Amy un electrodo de calomel saturado
conectado con la subfase a través de un puente salino. Para la adquisicion de datos de las isotermas se
acoplaron labalanzay € multimetro a un registrador xy.

Como minimo, se registraron y promediaron tres isotermas individuales.

2.2.11. Medidas Electroquimicas.

L as medidas el ectroquimicas se llevaron a cabo en una celda convencional paratres electrodos
fabricada en el laboratorio, con posibilidad de purgar la solucién con N, y de mantenerla
termostatizada. Como el ectrodo de trabajo se utiliz6 carbono vitreo de fabricacion caseray comerciaes
(CH Instruments). Siempre fueron pulidos a mano con aimina de diferente tamafio de grano (1; 0,5y
0,03 pm) adquiridos en CH Instruments sobre pafios suaves del mismo origen.

Como contra electrodo se utiliz6 una malla de platino, y como electrodo de referencia un
electrodo comercial de Ag/AgCI/CI" (3M) de Cypress System. Todos los potenciales de la presente
tesis se informan respecto a potencial de este electrodo de referencia. Este electrodo fue colocado
dentro de un tubo de vidrio que termina en un capilar de Luggin para disminuir la resistencia seudo-
ohmica.

Siempre se partio de una solucién de entre 1 y 5 mM de la especie oxidada. Como electrolito
soporte en todos los casos se utiliz6 NaNO; 20 mM (grado analitico, Mallinckrodt). Las soluciones se
prepararon con agua ultrapura sistema MilliQ (18 MQ). El CaCl, empleado fue de marca Sigma.

Las soluciones de la especie oxidada para cada cupla redox se prepararon como se indica a
continuacion:

Fe(CN)s>/ Fe(CN)s*: Se utilizo hexacianoferrato de potasio, KsFe(CN)s (NBS, Biologicals), a
pH de la solucion (alrededor de 7).

Ru(NH)e*/ Ru(NHs)s**: Se utilizo cloruro de hexaaminrutenio (1), Ru(NH;)eCls (Stream
Chemicals), a pH de la solucion (alrededor de 5).
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Cu(NH5),**/Cu(NH3),™": Este complejo se prepard a partir de nitrato de cobre (11) trihidratado
CU(NOs),.3H,0 (Anedra) y NH,OH (Carlo Erbo) en exceso. Luego el pH sellevé a arededor de 9 con
HNO; (Cicarelli).

Fe(EDTA)"/ Fe(EDTA)*: Este complejo se prepard a partir de nitrato de hierro (111)
nonahidratado, Fe(NO3)3.9 H,O (Sigma) y EDTA (NaH,Y) marca Merck a pH de la solucion
(alrededor de 4).

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico.

Las medidas por voltametria ciclica fueron realizadas utilizando un potenciostato y generador
de ondas Solartron Modelo SI 1287A, acoplado a un registrador xy (BAS o Hewlett Packard) o a un
software de adquisicion de datos elaborado en €l laboratorio. También se utiliz6 un Analizador
electroquimico Autolab Modelo PGSTAT 30.

Para las técnicas de pulso se utilizd el potenciostato y generador de ondas Solartron Modelo Sl
1287A, acoplado a un registrador xy (BAS o Hewlett Packard).

L as medidas de impedancia el ectroquimica se realizaron con un equipo Zhaner Modelo IM5d.

2.2.111. Medidas Opticas.

Las medidas de epifluorescencia se realizaron utilizando como marcador perclorato de 1,1'-
didodecil-3,3,3',3' -tetrametilindocarbocianina (DilCy,) y perclorato de 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3' -
tetrametilindocarbocianina (DilCyg), de Molecular Probes. Las observaciones se llevaron a cabo a
temperatura ambiente, en una cuba de PTFE especia mente disefiada, equipada con barrerasde PTFE y
un cuerpo de platino platinizado acoplado a una microbalanza Cahn C32. Tanto la cuba como la
microbalanza fueron montados en el microscopio. Un cilindro de PTFE, abierto en un costado fue
utilizado afin de restringir el movimiento lateral de lamonocapay poder asi fotografiarla. Se utilizé un
microscopio de epifluorescencia Zeiss Axioplan (Carl Zeiss, Obcrkochem, Germany) con l&mpara de
mercurio HBO 50, diferentes objetivos y un set de filtros de fluoresceina. Los tiempos de exposicion
fueron del orden de los 0,1-1 s. Las fotos fueron tomadas con una video cdmara CCD (Micromax,
Princeton Instruments, inc. , USA) comandada a través del software Metamorph 3.0 (Universal
Imaging Corporation, PA. USA). Para e andisis de las monocapas transferidas se observo
directamente el electrodo modificado por diferente cantidad de capas de cada lipido en estudio.

Para las medidas elipsométricas se utiliz6 un elipsdmetro para peliculas delgadas, tipo 43702-
200E, de Rudolph Research, Flanders, N. J., U.S.A. Lalampara fue de W/Hal 6geno, con un filtro que
solo deja pasar luz de 546.1 nm de longitud de onda. En la figura 2.24 se muestra un esquema de la
vista lateral de la celda empleada para las medidas en la interfase electrodo-solucion, tanto a circuito
abierto como bajo la accion de un campo eléctrico. Al frente de esta celda se encuentra un capilar de
Luggin de vidrio donde se coloca el electrodo de referenciay detrés hay un tubo de vidrio que permite
€l burbujeo de N..
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Electrodo auxiliar

A
//
Fuente @ i 7 Detector
e > Electrodo de trabajo
Fig. 2.24. Esquemadela
| vistalateral delacelda
4 cm de diametro empleada para las medidas

Las medidas de microscopia de fuerza atdbmica se redlizaron utilizando un microscopio de
Molecular Imaging, con puntas de silicona cubiertas con W/AI de formatriangular y de 0,35 6 6 N m*
de constante de fuerza. En lafigura 2.25 se muestra un esquema del electrodo empleado, €l cual consta
de una barra de carbono vitreo de 0,4 cm de didmetro y 0,2 cm de alto, empotrada en PTFE. Las
medidas se realizaron colocando una gota de agua sobre €l electrodo, entre la puntay el carbono vitreo.
El electrodo se adhirié a un soporte metélico el cual se montaa equipo por medio de imanes.

Fig. 2.25. Esquema del electrodo
empleado en las medidas de
AFM.

El carbono vitreo es una barra de
0,4 cm de didmetro.

Para los espectros de Infrarrojo se utilizd un espectrémetro modelo Nexus (Nicolet) con
Transformada de Fourier, con detector de Mercurio, Cadmio y Telurio, refrigerado con aire liquido.
Las ventanas utilizadas fueron de CaF,. Para las medidas por reflexion externa (ERS) se utilizaron
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prismas de 60° de CaF, y paralas medidas por ATR (attenuated total reflection) se utilizé un prismade
Germanio. En la figura 2.26 se muestra un esquema de la celda empleada para las medidas en la
interfase electrodo-solucion, tanto a circuito abierto como bajo la accion de un campo el éctrico.

Electrodo
de
Trabajo Electrodo de
Electrodo referencia

auxiliar \A v /

Fig. 2.26. Esquema de la celda
empleada para las medidas de
ERSIR.

Prisma de 60°

de CaF.
Fuente Detector
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Capitulo 3. Caracteristicas de las Reacciones de
Ox1do-Reduccion Empleadas.

Resumen

En este capitulo se analiza el comportamiento electroquimico de cada
reaccion de transferencia electronica empleada durante la presente tesis, asi como
las caracteristicas y el ancho de la ventana de potencial para el electrodo y el
electrolito soporte utilizados. Para caracterizar el comportamiento de cada
reaccion, se calculd la velocidad del proceso de transferencia de carga sobre
electrodos de carbono vitreo limpio, recién pulido. También se calcularon los
coeficientes de difusion de cada ion electroactivo y se estudio el efecto de la
presencia del ion Ca*" en la celda electroquimica.

Asi, se encontré que la cupla Fe(CN)s*/ Fe(CN)s", a pesar de ser una de
las cuplas mas usadas como ejemplo de reaccion reversible [6,7], no tiene una
respuesta sencilla, sino que es altamente compleja y su respuesta es muy
dependiente del estado superficial del electrodo, asi como de la fuerza idnica.
Estos resultados coinciden con la bibliografia existente en esta area [86-90]. Esta
cupla, en presencia de la cupla Ru(NH)¢’/ Ru(NH)¢*" se hace mas rapida y parece
formar alguna especie insoluble.

La cupla cationica Ru(NH)s’"/ Ru(NH)s>" es rapida, de esfera externa e
independiente de la composicion idnica de la solucion, confirmando lo que se
afirma en bibliografia [91].

Las dos cuplas restantes, Cu(NH;),""/ Cu(NH;),'" y Fe(EDTA)"/
Fe(EDTA)”, tienen velocidades intermedias y la respuesta electroquimica de
ambas depende de la cantidad de Ca®" presente en la celda electroquimica.

3.1. Perfil Corriente-Potencial de Carbono Vitreo.

El carbono vitreo se caracteriza por tener una amplia ventana util de potencial. Para las
soluciones con las que se trabajé (NaNO; como electrolito soporte, pH entre 3 y 9), los limites de la
ventana estan dados por reduccion de oxigeno disuelto (limite catdodico) y por formacion de 6xidos
(limite anodico). Siempre se trabajo a potenciales lejos del limite anodico pero cerca del catodico,
por lo que las soluciones empleadas siempre se encuentran saturadas de N, para minimizar la
cantidad de O, disuelto, minimizando asi la corriente faradaica debido a este proceso.

3.1L Fe(CN)¢/ Fe(CN)g ™.
Se comenzo utilizando esta cupla redox debido a que existen antecedentes en los que se

habia empleado para fines similares [6]. El K;Fe(CN)s es muy empleado y su reaccidon
electroquimica suele ser considerada como de esfera externa, reversible y sencilla. Sin embargo, se
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conoce de literatura que éste no es el caso, sino que es una reaccion altamente compleja y que el
proceso a través del cual ocurre la 6xido-reduccion depende de la naturaleza y concentracion de
iones presentes en solucion. También es altamente dependiente del estado superficial del electrodo
[86-90].

Teniendo esto en cuenta, sumado a que las condiciones superficiales del electrodo utilizado
no son Optimas ya que solamente fue pulido a mano sin activacion quimica ni electroquimica (ver
Capitulo 1.2), es esperable que los voltagramas obtenidos sean sumamente irreproducibles. Por ello
se realizaron reiterados experimentos, luego de lo cual se analiz6 la significancia de cada resultado.

La figura 3.1 muestra ejemplos de voltagramas medidos sobre diferentes superficies de
carbono vitreo recién pulido.

304

204

Fig. 3.1. Perfiles corriente-potencial para
Fe(CN)s/ Fe(CN)s" sobre carbono
vitreo recién pulido para cinco
experimentos independientes. Electrolito
soporte: NaNO; 20 mM. pH de la
solucion (aproximadamente 6).
Velocidad de barrido: 0,100 V s

10

i/ pA

T T T — T T
-08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 10

E/V

Estos voltagramas fueron ajustados con perfiles tedricos calculados a partir del modelo de
calculo de Nicholson explicado en el Capitulo 2. Asi se obtuvo una constante de velocidad de
transferencia de carga promedio de 2 10 cm's™.

Utilizando cronoamperometria se calcul6 el coeficiente de difusion para la especie oxidada.
La figura 3.2 muestra la corriente en funcion de la reciproca de la raiz cuadrada del tiempo para un
experimento de pulso. Este grafico deberia ser lineal siempre que se cumpla la ecuacion de Cottrell
(capitulo 2), lo cual ocurre a tiempos intermedios. Por cuadrados minimos se ajusto esta zona a una
funcion lineal de cuya pendiente se obtuvo el coeficiente de difusion (D). El valor encontrado fue
mayor al informado en literatura [81,82]. Se encontrd un coeficiente de difusion de 3,7 107 cm®s™,
mientras que el de bibliografia es 7 10® cm® s™'. Las fuentes de error conocidas de la técnica
empleada son el area del electrodo y la concentracion de la especie con actividad redox. La
concentracion introduciria error en D por defecto ya que la misma so6lo puede ser menor a la
teorica. El area geométrica puede ser mayor a la tedrica empleada en el célculo de D ya que el
electrodo no es perfectamente plano sino que siempre se encuentra redondeado, aunque este efecto
se trate siempre de minimizar. Por otro lado, puede ocurrir que no se encuentre perfectamente
empotrado dentro del recubrimiento de plastico, y que por tanto se introduzca solucion entre el
plastico y el carbono vitreo. Ambas fuentes de error se traducirian a un D mayor al real, por lo que
ambos efectos, asi como algin error indeterminado, pueden ser causantes de la diferencia entre el
D de bibliografia y el calculado.
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25

20 fe
g 112
o Fig. 3.2. Corriente en funcion de t'~ en un
315' ” experimento de cronoamperometria ().
= Ajuste por cuadrados minimos (—)

10 Composicion de la solucion: K;Fe(CN)g

1,28 mM + NaNO; 26 mM.

0,00 0,25 0,50 1,50

Uno de los objetivos propuestos al iniciar la tesis fue analizar el efecto producido por el
cation Ca®" en las capas de lipido sobre el electrodo a través del efecto sobre la respuesta
voltamétrica del ion electroactivo. Por ello se estudio el efecto del Ca®" sobre esta reaccion de
oxido-reduccion. En bibliografia se informa que la cupla Fe(CN)s/ Fe(CN)s" cambia su
comportamiento en medios de alta fuerza idnica [86-88,90]. Se encontré que en particular, el ion
Ca*" modifica en forma dramatica su reversibilidad. En la figura 3.3 se observan dos voltagramas
para esta reaccidon en presencia y en ausencia de CaCl,. El voltagrama en presencia de CaCl,
presenta una diferencia de picos anddico y catddico menor que el voltagrama en ausencia de Ca®".
A su vez, la corriente también se ve afectada, siendo mayor en presencia que en ausencia de Ca®".
En la figura 3.4 se muestra la variaciéon de la constante de velocidad para el proceso de
transferencia de carga a medida que se agrega CaCl, a la celda electroquimica. La constante de
velocidad fue calculada utilizando el procedimiento de Nicholson descrito en el Capitulo 2 y luego
fue normalizada, dividiéndola por el valor encontrado en ausencia de CaCl,. Los valores
mostrados y las bandas de error en la figura provienen de promediar siete experimentos
independientes. Puede observarse que para concentraciones mayores a 0,02 M, la constante
practicamente no varia.

107 Fig. 3.3. Perfil corriente potencial

para la reaccion de oxido-reduccion
del K3Fe(CN)g en ausencia (—) y
en presencia ([ de CaCl,.
Composicion de la  solucién:
K;3Fe(CN)¢ 4,8 mM + NaNO; 20

-104

-15

-0,4

-0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

mM. CaCl, 20 mM.
Velocidad de barrido: 0,100 V s

E/V

Para intentar explicar los efectos provocados por el ion Ca> en la respuesta voltamétrica de
K;3Fe(CN)y se realizaron espectros UV-V de soluciones de los iones por separado y de la mezcla.
Como se observa en la figura 3.5, en soluciéon no existe ningln tipo de interaccion entre ambas
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especies, por lo que el aumento de velocidad de la reaccion de transferencia no es debido a la
formacion de alguna especie en solucion.

20

Fig. 3.4. Variacion de la constante
de velocidad para el proceso de
transferencia de  carga de
E 10 K;Fe(CN)s normalizada por la
=} . . 2+
= constante en ausencia del ion Ca

4 - 2+
con la concentracion de Ca
agregado a la celda
electroquimica.

O_
-4 I3 ' —IZ -1
log (c .z / mMM)

08

0,7+
o %%
g 0,5 Fig. 3.5. Espectro UV-V
© ] de KsFe(CN)g (—), y de
27 la mezcla del complejo
S 034 con el ion Ca® (—).
é:: 02+

0,1+

0,0 . - . - .

300 400 500 600
A/ nm

Durante la tesis se intent6 analizar el efecto de la presencia de capas de lipido sobre el
electrodo simultaneamente para Fe(CN)s"/ Fe(CN)s" y Ru(NH)s/ Ru(NH)y>". Para ello, se
analizaron voltagramas de Fe(CN)s"/ Fe(CN)s" en presencia de Cl;Ru(NH),. Asi se encontrd que
esta reaccion de 6xido-reduccion también cambia su comportamiento en medios que contienen el
complejo de Ru(NH)¢**/ Ru(NH)s*". El proceso de transferencia de carga de esta cupla ocurre a
mayor velocidad si en la celda electroquimica se encuentra presente una pequefia cantidad de
CI;Ru(NH)g, como se muestra en la figura 3.6.
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30
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Fig. 3.6. Perfil corriente-potencial para la
reaccién Fe(CN)s"/ Fe(CN)s"en ausencia
de CLRu(NH)¢ (—), y en presencia de
Cl;Ru(NH)g : 6,4 UM (linea cortada) y 14,1
UM (ML Composicion de la solucion:
K;Fe(CN)g 5 mM + NaNO; 20 mM.
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En la figura 3.7 se grafica la constante de velocidad del proceso de transferencia de carga
de la reaccion de oxido-reduccion Fe(CN)s*/ Fe(CN)* en presencia de distintas cantidades de
CI;Ru(NH)s. A concentraciones del complejo de Rutenio mayores a 100 UM la constante ya no
modifica su valor. A altas concentraciones de Cl;Ru(NH)s se observa también la aparicion de un
solido anaranjado, formado por ambos complejos.

3
O
Fig. 3.7. Valores de la constante de

a2 ) velocidad para el proceso de transferencia
O o de carga en funcion de la concentracion de
g CL;Ru(NH)s presente en la celda
s electroquimica.
- 4 Composicion de la solucion: K;Fe(CN)g 5
Y mM + NaNO; 20 mM.

01— : :

0 200 400

[CI,RU(NH,)] / uM

La reaccion de oxido reduccion de Ru(NH)¢"/ Ru(NH)s" ocurre a potenciales mas
catodicos que la reaccion de Fe(CN)s/ Fe(CN)y" (ver figura 3.8) por lo que no es posible que
CI;Ru(NH)¢ actie como mediador redox. Es posible que el par ionico formado por ambos
complejos disminuya la carga del complejo anidnico y ayude asi a su transferencia de carga, tal
como ocurre por el agregado de Ca”".

Es evidente que tanto CLsRu(NH), como Ca”" tienen una interaccién muy particular con el
complejo anionico, ya que tanto el ion Na” como el ion Mg”" no inducen cambios tan marcados en
la respuesta electroquimica del mismo (datos no mostrados).
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3.I11. Ru(NH)s*/ Ru(NH)s>".

A diferencia del caso anterior, los dos iones que forman esta cupla se encuentran siempre
con carga positiva. Esta cupla es conocida por su alta reversibilidad electroquimica, asi como por
ser de esfera externa, de naturaleza sencilla e independiente del electrodo [91,92]. Su respuesta
tampoco depende de la cantidad de electrolito soporte (siempre y cuando esté en exceso, como para
toda cupla) ni de la naturaleza del mismo. La figura 3.8 muestra perfiles corriente-potencial tipicos
para esta reaccion redox. La constante de velocidad del proceso de transferencia de carga promedio
para esta cupla bajo estas condiciones es 4 107 cm's™.

En la figura 3.9 se observa la corriente como funcién de la reciproca de la raiz cuadrada del
tiempo en un experimento de cronoamperometria. De la pendiente de esta grafica en la zona de
tiempos intermedios en los que el comportamiento es lineal, se puede obtener un valor de
coeficiente de difusion de 9,4 10° cm? s™'. Este valor fue calculado teniendo en cuenta la correccidon
por diferencias entre area geométrica real y tedrica encontradas en el calculo del coeficiente de
difusion de K3Fe(CN)g.

Para esta cupla redox no hay cambios en el perfil corriente-potencial cuando se agrega
CaCl, a la celda electroquimica en cualquier proporcion.

30

24 0/
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< 20 o
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= q::S. OOD/O
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E/V %/
Fig. 3.8. Perfil corriente-potencial para la ] . . s
reaccion de oxido-reduccion de Ru(NHj)s. Fig. 3_-9~ Corriente en funcion de t en un
Composicion de la solucion: Cl;Ru(NH;)s 1 experlmgnlto de crqnoamperometrla.
mM + NaNO; 26 mM. Composicion de la solucion: Cl;Ru(NH;)g
Velocidad de barrido: 0,100 V s 1,20 mM + NaNO; 27 mM.

3.IV. Fe(EDTA)'"/ Fe(EDTA)”.

En la figura 3.10 se observa la respuesta corriente-potencial tipica para esta reaccion redox.
Para la misma se encuentra una constante de velocidad para el proceso de transferencia de carga
promedio de 8 10° ¢cm s”. El coeficiente de difusion calculado utilizando cronoamperometria y
corrigiendo el area del electrodo es de 8,5 10° cm”s™.

En este caso, el agregado de CaCl, en concentraciones de 0,02 M o menores (cantidades en
las que la respuesta voltamétrica de Fe(CN)s/ Fe(CN)s" ya no cambia) no afectan la forma del
voltagrama. Cantidades superiores producen primero un ligero aumento en la corriente de pico
anodico y disminucion en la diferencia de potencial de pico, y luego producen efectos contrarios
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(ver figuras 3.11 a 3.13). La razon de este comportamiento se desconoce y este fenomeno no fue

estudiado en mas detalle.
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Fig. 3.10. Perfil corriente-potencial para
la reaccion de oxido-reduccion de
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5 Fig. 3.11. Efecto del CaCl, en el perfil
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Fig. 3.12. Efecto del CaCl, en la diferencia
de potencial de pico para la reaccion de
6xido-reduccion de Fe(EDTA)". Velocidad
de barrido: 0,100 V s

Fig. 3.13. Efecto del CaCl, en la corriente
de pico anddico para la reaccion de 6xido-
reduccion de Fe(EDTA)". Velocidad de

barrido: 0,100 V st
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3.V. Cu(NH;),*"/ Cu(NH;)," .

En la figura 3.14 se observa la respuesta corriente-potencial tipica para esta reaccion redox.
Ajustando el voltagrama a perfiles teoricos utilizando el procedimiento de Nicholson, se encontrd
una constante de velocidad para el proceso de transferencia de carga promedio de 3 10” cm s™. El
coeficiente de difusion calculado utilizando cronoamperometria y corrigiendo el area del electrodo
esde 1510%cm’s™.

El efecto del CaCl, sobre esta cupla se observa en la figura 3.15. El agregado de Ca’" a la
celda electroquimica produce una disminucién de las corrientes de pico con un concomitante
aumento en la diferencia de potencial de pico. En la figura 3.16 se resume la variacion de la
corriente de pico catddico normalizada en funcién de la concentraciéon de Ca**. Como en el caso de
Fe(EDTA)'/ Fe(EDTA)?, la razén de este comportamiento se desconoce y este fenomeno no fue
estudiado en mas detalle.
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Fig. 3.14. Perfil corriente-potencial para
la reaccion de oOxido-reduccion de

< o Cu(NH3),>".
=~ Composicion de la solucion: Cu(NO;), 1
= mM en buffer de NH,"/NH; y NaNO; 20
mM, pH=09.
1o Velocidad de barrido: 0,100 V s™".
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Fig. 3.15. Efecto del CaCl, en el perfil corriente-
potencial para la reaccion de oOxido-reduccion de
Cu(NH,),*". Composicién de la solucion:

< Cu(NOs), 1 mM en buffer de NH,"/NH; y NaNO; 20
= mM, pH = 9 (—). Los demds tienen cantidades
-10+ crecientes de CaCl, segun las flechas en las cantidades
que se detallan a continuacion: 48, 94, 176, 375 y 600
mM. Velocidad de barrido: 0,100 V s™.
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Capitulo 4: Comportamiento de los Lipidosen la
Interfase Solucion Acuosa-Aire.

Resumen

En este capitulo se analiza el comportamiento de interfase de cada lipido
empleado durante la presente tesis. Con el objeto de estudiar €l efecto de cadaion
en el empaguetamiento del lipido, se utilizan como subfases agua o las soluciones
empleadas en las medidas el ectroquimicas.

Se encuentra que galcer forma las monocapas mas compactas en la
interfase agua-aire y dmpc las més laxas, encontrdndose sul y sphm en un estado
intermedio, como se informa en bibliografia[93,99].

En general, la presencia de iones en la subfase no produce cambios
drasticos en las isotermas presion lateral-area molecular, salvo en el caso de dmpc
sobre KsFe(CN)g y CaCl,, en el cua se induce un cambio de fase.

Luego de realizar un andlisis comparativo de las isotermas de cada lipido,
se decide que la presion de transferencia a emplear para cubrir e electrodo con
capas de lipido ser4 de 40 mN m?, ya que a esta presién ningdn lipido ha
colapsado alin y los cuatro se encuentran en un alto estado de compactacion.

4.1. Dimiristoilfosfatidilcolina (dmpc).

A 25°C, este lipido forma sobre agua una monocapa en estado liquido-expandido (figura
4.1a), con una presion de colapso de (49 + 4) mN m™ y un &rea molecular promedio minima de
40,4 AZ? lo cua concuerda con lo informado en bibliografia [93]. Los vaores del factor de
compresibilidad kK son siempre bajos (ver figura 4.1b) lo cual es esperable para una monocapa en
estado liguido-expandido. Kk aumenta a medida que las moléculas se van acercando e
interaccionando mas fuertemente, hasta que Ilega a un méximo. Luego disminuye hasta que la
monaocapa colapsa. Esto es debido a que e colapso de esta monocapa no es abrupto sino que las
mol éculas se van escapando de la interfase lentamente y sin cooperatividad.

En lafigura 4.1a se muestra también el momento dipolar perpendicular a la interfase (1)
calculado como se explica en el Capitulo 2, como funcion del &rea molecular promedio. A medida
gue la monocapa liquido-expandida es comprimida desde un &rea molecular de aproximadamente
110 A? la pelicula se vuelve més compacta y M, aumenta en forma abrupta hasta los 95 A?
(aproximadamente 5 mN m™). Esto se debe probablemente a que las cadenas hidrocarbonadas
adoptan una orientaciéon més perpendicular debido a la compresion, ya que ellas poseen un
momento dipolar relativamente grande con el extremo positivo hacia el aire [94]. Luego, €
momento dipolar decrece graduamente a medida que la pelicula es llevada a un estado mas
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empaguetado, revelando una contribucién opuesta a la de la cadena hidrocarbonada [94,95]. Esto
puede ser causado por reorientaciones de los momentos dipolares fundamentales o cambios en la
capa de hidratacion.
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Figura4.1. Isotermas de compresion para una monocapa de dmpc sobre agua a 25°C.
a) TeAm (—), Hp-Am (D) b) K-Ap,

Figura4.2. | sotermas de compresion para una monocapa de dmpc sobre diferentes subfases a 25°C.
a) TtAy b) pp -An,

La composicion de la subfase es: agua (linea negra), KsFe(CN)g 5 mM + NaNO3 26 mM (—), K3sFe(CN)g 5 mM +
NaNO; 20 mM + CaC|2 1mM (“'), RU(NHg)eClg 1 mM + NaNO3; 20 mM (—), RU(NHg)eClg 1 mM + NaNO;5 20
mM + CaCl, 30 mM (---), Fe(NOs); 1 mM + EDTA 10 mM + NaNO320 mM (—), Fe(NOs); 1 mM + EDTA 10

mM + NaNO;20 mM + CaCl, 500 mM (---), Cu(NO3), 1 mM en buffer de NH,"/NH; + NaNO; 20 mM (—),
Cu(NOs), 1 mM en buffer de NH,/NH3 + NaNO320 mM + CaCl, 30 mM ().

En la figura 4.2 se muestran las isotermas T-A,, (8) Y Hp-Am (b) para dmpc sobre las
diferentes soluciones acuosas utilizadas en las medidas el ectroquimicas. Como puede observarse,
en la mayoria de los casos el efecto provocado por los iones presentes en la subfase no es muy
marcado (considerar la banda de error presente en ambos gréficos). El Unico caso en € que se
observa un gran cambio en el comportamiento de la isoterma es aquel en €l cua en la subfase se
encuentran presentes tanto Ki;Fe(CN)s como NaNO; y CaCl, a concentraciones de 0,1 mM o
mayores (figura 4.2a, linea roja cortada). En este caso, |la monocapa en vez de colapsar, a presiones
mayores de 45 mN m™* cambia de fase a una fase liquido-condensada (aproximadamente a 38 mN
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m'y 47 A?), y recién después colapsa, a aproximadamente 60 mN m™. Este proceso puede ser
observado a una escala microscopica mezclando la muestra en un 1% con una sonda fluorescente
que particione preferentemente en la fase expandida y siguiendo el proceso de cambio de fase a
través de microscopia de epifluorescencia. De esta forma se obtienen las micrografias mostradas en
lafigura 4.3, las cuales revelan coexistencia de fases liquido-expandidas y liguido-condensadas en
dominios separados solo cuando en la subfase se encuentran presentes las tres moléculas:
K3Fe(CN)g, NaNOs y CaCl,.

Para los demés iones solo se observan cambios en el &rea molecular promedio, mientras
gue la forma general de la isoterma permanece inalterada. Cuando la subfase contiene Fe(NOs)s,
EDTA y NaNQO;, tanto en ausencia como en presencia de CaCl,, toda la isoterma se desplaza a
mayores valores de area, indicando que cada molécula ocupa un espacio ligeramente mayor. En los
dos casos restantes ocurre |o contrario.

Fig. 4.3. Micrografias de epifluorescencia
(225 pm x 177 um) de monocapas de
dmpc sobre agua a 34 mN m™ (a), y sobre
K3Fe(CN)s 5 mM + NaNOz 20 mM  + 2
' mM CaCl, a35mN m™(b).

- rl

- Sondafluorescente: Dil Cys.

El cambio de fase observado en la isoterma TeA,, cuando la subfase contiene KsFe(CN)e
NaNO; y CaCl, no es detectable a través del momento dipolar perpendicular alainterfase, e cual
permanece inalterado cuando se agrega CaCl, ala subfase. El p, de dmpc aumenta ligeramente en
presencia de Fe(NOs)s, EDTA y NaNO; (tanto con, como sin CaCl,), y disminuye ligeramente
cuando en la subfase hay Cu(NOs), en buffer de NH,/NH;3 + NaNO; 20 mM. Al agregar CaCl, a
esta subfase €l Y, vuelve a su valor original. En el caso de los demas iones no se observan cambios
distinguibles dentro del error experimental.

4.11. Esfingomielina (sphm).

A 25°C, este lipido muestra sobre agua una transicion de fase bidimensional a (13,0 + 0,8)
mN m™y 70 + 2 A% colapsando a 51 + 2 mNm™ a un &rea molecular limite promedio de 46,9 A?
(figura4.4a). En la zona del cambio de fase la variacion de la presion lateral con el area molecular
deberia ser nula (proceso a presion constante, 1o cual es una caracteristica de un cambio de fase de
primer orden), siendo la monocapa infinitamente compresible durante ese lapso, y por tanto con un
valor de factor de compresibilidad nulo. Sin embargo, el factor de compresibilidad de 1a monocapa
no se anula (figura 4.4b) sino que pasa por un minimo. Esto puede deberse a artificios
experimentales 0 a que en realidad el proceso es de primer orden difuso. El orden de unatransicion
de fase en monocapas en la interfase agua-aire es un tema que actualmente se encuentra en
discusion y sobre el cual no haremos hincapié en esta tesis.
Luego, a medida que las moléculas se acercan més entre ellas, el factor de compresibilidad
aumenta, indicando que se hace més dificil su compresion, hasta que la monocapa col apsa.
En la figura 4.4a se muestra también la variacion de p, con €l area molecular promedio.
Se puede observar que |, es positivo para todas las areas moleculares, pero menor que en el caso

73



Capitulo 4. Comportamiento de los Lipidos en la Interfase Solucion Acuosa-Aire.

de dmpc. Ademas, su comportamiento bajo compresion es diferente. Se observa un aumento inicial
de p, entre 150 y 200 mD, a medida que la pelicula se vuelve mas coherente (hasta
aproximadamente 5 mN m™ y un &ea molecular cercana a 90 A?), luego del cual permanece
insensible a la compresion. La transicion de fase se reflgga como un punto de inflexion a areas
moleculares de 70-80 AZ.
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Figura4.4. | sotermas de compresion para una monocapa de sphm sobre agua a 25°C.
a) T['Am (—): Up'Am (‘EDI b) K'Am-

Sphm y dmpc tienen el mismo grupo polar, pero la porcion hidrocarbonada es diferente. El
esqueleto interfacial del esfingolipido contiene un doble enlace carbono-carbono, un grupo
hidroxilo y una unién amida en lugar de la unién éster presente en dmpc. Las cadenas
hidrocarbonadas en sphm de cerebro son en promedio mas largas: de 18-20 carbonos en la base
esfingosinay mayormente 18 carbonos en € &cido graso, contra 14 carbonos en dmpc. Por ello, €l
momento dipolar resultante de las cadenas hidrocarbonadas de sphm deberia ser mayor a de dmpc
en 80-100 mD. Sin embargo, € p, de sphm es menor que el de dmpc. No se conoce como las
diferentes porciones hidrocarbonadas de sphm modifican las propiedades de hidratacion del grupo
polar fosforilcolina. Asumiendo que esto es similar en los dos lipidos, la diferencia en el valor de
M, Y en su dependencia con €l area molecular promedio debe ser atribuida a las diferentes
propiedades de la region interfacial. En esfingolipidos, existe unared de uniones puente hidrogeno
en la region interfacial, con grupos donores y aceptores de puente hidrégeno [96]. Para
glicerofosfolipidos, debajo de la regién interfacial, en la subfase, ocurre formacion de puente
hidrégeno mediada por agua entre los grupos fosfatos de la fosforilcolina.

En la figura 4.5 se muestran las isotermas TeAR, (8) Y Hp-Am (D) para sphm sobre las
diferentes soluciones acuosas utilizadas para las medidas el ectroquimicas. Al igual que para dmpc,
€l efecto provocado por los iones presentes en la subfase no es muy marcado. Para este lipido,
cuando la presencia de iones modifica la isoterma 1A, € efecto es un aumento en € &ea
molecular promedio sin cambiar la compresibilidad de la monocapa y un leve corrimiento en la
posicion del cambio de fase. El mayor cambio en la isoterma T+A,, ocurre cuando la subfase
contiene Cu(NOs), en buffer de NH,/NH; y NaNO; (tanto en presencia como en ausencia de
CaCly). Sin embargo, este cambio no se ve reflgjado en el valor de p, ya que casi no varia. Las
isotermas H,-An SOlo cambian significativamente cuando en la subfase hay soluciones de
Ru(NH3)eCls, NaNOsz y CaCl, 0 Fe(NOs)s, EDTA, NaNO;y CaCl,, casos en los que [, aumenta
respecto a cuando en la subfase sélo hay agua.
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Figura 4.5. |sotermas de compresion para una monocapa de sphm sobre diferentes subfases a 25°C.
a) TtAm b) W, -An.

Lacomposicion de la subfase es: agua (Iinea negra), KsFe(CN)g 5 mM + NaNO3z 26 mM (—),
K3Fe(CN)g 5 mM + NaNO3; 20 mM + CaCl, 3 mM (---), Ru(NH3)eClz 1 mM + NaNO3; 20 mM (—),
Ru(NH3)6Cl3 1 mM + NaNO3; 20 mM + CaCl, 30 mM (---), Fe(NO3); 1 mM + EDTA 10 mM +
NaNO; 20 mM (—), Fe(NO3); 1 mM + EDTA 10 mM + NaNO;20 mM + CaCl, 500 mM (---),
Cu(NOs), 1 mM en buffer de NH,/NH3 + NaNO5 20 mM (—), Cu(NOs), 1 mM en buffer de
NH4+/NH3 + NaNO3;20 mM + Ca.C|2 30 mM ( )

4.111. Sulfatido (sul).

La isoterma de este lipido sobre agua a 25 °C muestra una pelicula en estado liquido-
expandido y colapsaa (52 + 2) mN m* aun aea molecular promedio de 37,5 A? (figura 4.6 ). La
monocapa es muy compresible hasta valores de &ea molecular de aproximadamente 45 A? en
donde el factor de compresibilidad aumenta bruscamente hasta que la monocapa colapsa (figura 4.6
b). EI momento dipolar perpendicular a la subfase es cercano a cero a valores atos de &rea
molecular y adquiere un valor positivo (alrededor de 150 mD) cuando e empagquetamiento es
maximo.
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Figura4.6. Isotermas de compresion para una monocapa de sul sobre agua a 25°C.
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En sul, la base esfingosina es similar en largo ala de sphm, pero la composicion del acido
graso enlazado por union amida contiene, en promedio, cadenas més largas (20-24 carbonos) y un
30% de €ellos estén hidroxilados cerca del esqueleto interfacial contribuyendo a la red de puente
hidrogeno superficial [97]. La gran disminucion de |, respecto a sphm indica la contribucion de un
gran momento dipolar apuntando en direccion opuesta (hacia la subfase acuosa) a la cadena
hidrocarbonada, esto fue encontrado también para una serie de glicoesfingolipidos complejos
[95,98].

La figura 4.7 muestra isotermas de monocapas de este lipido comprimidas sobre las
soluciones utilizadas en las medidas electroquimicas. Al igual gue sphm, este lipido no muestra
cambios en el comportamiento de la presion lateral frente a compresiéon. La isoterma entera se
traslada a mayores valores de &rea molecular cuando la subfase contiene K3Fe(CN)s, NaNO; y
CaCl, 0 Cu(NOs), en buffer de NH,/NH3, NaNOsy CaCl,.

No seria sorprendente que | as isotermas p,-Ar, de este lipido varien mucho al agregar iones
en la subfase ya que se trata de un lipido cargado. Sin embargo, solo difieren de los valores de p,
sobre agua las isotermas sobre Ru(NHs)sCls, NaNO; y CaCls,; sobre Fe(NOs)s, EDTA, NaNOs,
CaCl, y sobre K3Fe(CN)s, NaNOs. Las dos primeras tienen valores |, mayores (alrededor de 200
mD por encima) y laterceratiene valores unos 150 mD por debajo de los valores sobre agua.
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Figura4.7. | sotermas de compresion para una monocapa de sul sobre diferentes subfases a 25°C.
a) TeAm b) Yy -Am.

Lacomposicion de la subfase es: agua (Iinea negra), KsFe(CN)g 5 mM + NaNO3z 26 mM (—), KsFe(CN)g 5 mM +
NaNO; 20 mM + CaCl, 3 mM (---), Ru(NH3)eClz 1 mM + NaNO3; 20 mM (—), Ru(NH3)sCls 1 mM + NaNO; 20
mM + CaCl, 30 MM (---), Fe(NOs3); 1 mM + EDTA 10 mM + NaNO3; 20 mM (—), Fe(NO3); 1 mM + EDTA 10

mM + NaNO;20 mM + CaCl, 500 mM (---), Cu(NO3), 1 mM en buffer de NH,"/NH; + NaNO; 20 mM (—),
Cu(NOs), 1 mM en buffer de NH,/NH3 + NaNO3;20 mM + CaCl, 30 mM ().

4.1V. Galactocerebrosido (galcer).

Este lipido forma, sobre agua a 25 °C, monocapas en estado liquido-condensado [99], con
una presion de colapso de (44 + 2) mN m™ aun &reamolecular promedio de 42 A? (figura 4.8a). El
factor de compresibilidad es alto para todos los valores de &ea, y aumenta a medida que la
monocapa es comprimida, hasta que la misma colapsa (figura 4.8b). Para esta monocapa [, €s
siempre positivo, similar a dmpc y sphm, y completamente diferente a sul. Sin embargo, galcer y
sul tienen unarelacién directa en su via metabdlica. Galcer es €l precursor paralabiosintesis de sul
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através de la enzima PAPS-Gal cer-sulfotransferasa [ 100]. La Unica diferencia entre ambos lipidos
es la presencia de un grupo —SO5;” en el OH del carbono 3 de la galactosa del grupo polar del
glicoesfingolipido anidnico. Por tanto, la gran disminucién de W en sul es debido ala contribucion
negativa del grupo cargado —SO; [101].

Para este lipido, € efecto producido por cualquier ion es el de aumentar su area molecular
promedio, asi como su valor de y, (figura4.9).
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Figura 4.8. Isotermas de compresion para una monocapa de galcer sobre agua a 25°C.
a) TEAm (—), Kp-Am (DL b) K-Ap,
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Figura 4.9. | sotermas de compresion para una monocapa de gal cer sobre diferentes subfases a 25°C.
a) TeAm b) Yy -Am.

Lacomposicion de la subfase es: agua (linea negra), KsFe(CN)g 5 mM + NaNO; 26 mM (—), KsFe(CN)g
5mM + NaNOz; 20 MM + CaCl, 3 mM (---), Ru(NH3)¢Cls 1 mM + NaNO5;20 mM (—), Ru(NH3)sCls 1
mM + NaNO3z; 20 mM + CaCl, 30 mM (---), F&(NO3)s 1 mM + EDTA 10 mM + NaNO3;20 mM (—),
Fe(NO3); 1 mM + EDTA 10 mM + NaNO3; 20 mM + CaCl, 500 mM (---), Cu(NOs), 1 mM en buffer de
NH4+/NH3 + NaNO3;20 mM ( ), CU(N03)2 1 mM en buffer de NH4+/NH3 + NaNO3;20 mM + Ca.C|2 30
mM (---).
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4.\ . Presiones de transferencia.

El método de transferencia usado en la presente tesis requiere, para que se formen peliculas
reproducibles, que la monocapa de Langmuir sea lo méas compacta posible, sin haber colapsado
aln. Por ello, como presién de transferencia se eligio 40 mN m™, que es una presion alta paratodos
los lipidos, sin que ninguno haya colapsado. En todos |os experimentos de estatesis se haempleado
esta presion de transferencia, exceptuando |os experimentos elipsométricos (Capitulo 8.1) en donde
se aclara qué presién se ha empleado en cada caso.
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Capitulo 5. Resultados Electroquimicos de Electrodos Modificados
y Correlacion con el Comportamiento de Interfase del Lipido.
5.1 Efecto de una Capa de Lipido sobre la Respuesta Voltamétrica de Fe(CN)¢>/ Fe(CN)¢*.

5.1 Efecto de una Capa de L|p|do sobre la Respuesta
Voltamétrica de Fe(CN)s>/ F(CN)s".

Resumen

En este capitulo se analiza el efecto de una capa de lipido transferida al
electrodo sobre la respuesta voltamétrica de la reaccion de oxido-reduccion de la
cupla Fe(CN)s*/ Fe(CN)¢". El perfil voltamétrico presenta diferentes grados de
irreversibilidad dependiendo de la naturaleza del lipido transferido al electrodo.

El agregado de CaCl, a la celda electroquimica modifica el comportamiento
observado en ausencia del mismo. La cantidad de CaCl, necesaria para producir
efectos similares depende de la naturaleza del lipido, indicando algin tipo de
interaccion entre el Ca®" y cada lipido bajo estudio.

La dependencia de la respuesta electroquimica en presencia y ausencia de
CaCl, se relaciona con el comportamiento de interfase de cada lipido.

El efecto provocado por el lipido en el perfil corriente-potencial se analiza
con mayor profundidad para el sistema formado por dmpc, ya que es el lipido mas
estudiado en la interfase agua-aire, y por tanto el mas conocido. Estos ultimos
estudios se realizaron comparando los perfiles corriente potencial experimentales con
perfiles tedricos calculados por medio del modelo de Matsuda [81,82] y utilizando
espectroscopia de impedancia electroquimica.

5.1.1. Perfiles Corriente-Potencial de Fe(CN)s"/ Fe(CN)s" sobre
Electrodos Modificados por una Capa de cada Lipido.

Los electrodos cubiertos por compuestos organicos no electroactivos han sido muy empleados
para obtener informacion sobre procesos de transferencia de carga [22,25]. La composicion y el
espesor de la capa superficial pueden ser variados y controlados de diferentes maneras. En peliculas
homogéneas, la difusion del reactante tiene un caracter lineal y la reaccion de transferencia de carga
puede ocurrir por permeacion o particion del reactante entre la capa y la solucion, o por transferencia
del electron a través de la pelicula por efecto tunel. Sin embargo, usualmente la distribucion de
moléculas sobre el electrodo no tiene un caracter uniforme y, por consiguiente, existen zonas del
electrodo cubiertas y zonas descubiertas. Esto puede tener diversas causas, una de las cuales es que
exista una heterogeneidad energética de la superficie del solido. Cuando la pelicula no es homogénea,
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su presencia puede afectar tanto la velocidad del proceso de transferencia de carga en si, como la
velocidad del proceso de transferencia de masa de reactantes y productos, dando lugar a fenémenos de
difusion no lineal [10,80-82,102]. Como consecuencia de estos fendmenos, la forma del perfil
voltamétrico depende del cubrimiento, distribucion de sitios libres y tiempo del experimento. En
ciertas condiciones experimentales, la difusion a las zonas activas del electrodo puede ser hemiesférica
y equivalente a un arreglo de ultramicroelectrodos [10,80-82,102].

En este capitulo se estudian las propiedades de las peliculas de L-B de los esfingolipidos
enunciados en comparacion con dmpe, a través del efecto de la presencia de estas moléculas sobre el
electrodo en la transferencia de carga de la cupla Fe(CN)s’/ Fe(CN)". Para ello, se utiliza voltametria
ciclica como técnica electroquimica y se correlacionan los resultados electroquimicos con el
comportamiento de cada lipido en la interfase aire-solucion acuosa.

Fig. 5.1. . Perfiles corriente-potencial de
Fe(CN)s/ Fe(CN)s" sobre electrodos
recién pulidos (—), y sobre electrodos

i/ pA

cubiertos por 1 capa de cada lipido (----).

Composicion de la solucion:
K4Fe(CN)g S mM y NaNO; 20 mM.
Lipido que recubre el electrodo: dmpc (a),

sphm (b), galcer (c) y sul (d).
Velocidad de barrido: 0,005 V s™".

La figura 5.1 muestra el comportamiento voltamétrico de la cupla Fe(CN)¢/ Fe(CN)s*" sobre
electrodos de carbono vitreo limpios y modificados por una capa del lipido indicado. Esta reaccion sobre
electrodos de carbono vitreo no activado es lenta e irreproducible. Esto implica que aun sobre electrodos
recién pulidos existen diferencias entre cada experimento. Por este motivo, los experimentos fueron
repetidos de forma de asegurar la reproducibilidad de la respuesta en presencia de cada lipido. Por la
misma razén, cada voltagrama obtenido en presencia del lipido es comparado siempre con la
correspondiente medida sobre el electrodo limpio, antes de transferir la pelicula, al cual llamaremos
blanco. A pesar de que los voltagramas sobre el electrodo limpio son diferentes, el efecto producido por
el lipido es reproducible y siempre se muestran perfiles representativos de una serie de medidas.

Como puede verse en la figura 5.1, en todos los casos existe un aumento en la diferencia de
potencial de pico AE,, y una disminucion en la corriente de pico, i, con respecto al blanco (Apr y ipb).
También aumenta el intervalo de potenciales en los que ocurren los procesos anddico y catodico. El
cambio en estos parametros puede indicar un aumento en la irreversibilidad del sistema, o un cambio en
alguna de las etapas del proceso por el cual ocurre la transferencia electronica. También puede verse que
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la presencia de la pelicula afecta la forma del perfil corriente-potencial de diferente manera, dependiendo
de la naturaleza del lipido que la forme. El mayor cambio en el voltagrama es producido por la capa de
sul, y el menor por sphm. Galcer y dmpc muestran un efecto intermedio, induciendo galcer mayores
cambios que dmpc.

La presencia de corriente en todos los perfiles corriente-potencial de la figura 5.1 indica que las
capas no son homogéneas y que el proceso de transferencia de carga tiene lugar en huecos pequeiios
dejados por los lipidos, los cuales se pueden haber formado durante el proceso de transferencia o
después, debido a un reordenamiento a circuito abierto o bajo la accion del campo eléctrico aplicado al
realizar la medida voltamétrica.

Cuando se agrega CaCl, a la celda electroquimica, el bloqueo producido por el lipido es parcial o
totalmente anulado, dependiendo de la naturaleza del lipido que recubre el electrodo. Como ejemplo, se
muestra la figura 5.2 el efecto producido por el agregado de diferentes cantidades de CaCl, cuando dmpc
cubre el electrodo. Se debe recordar que, aun el caso en que el ion Ca*" no interaccione con el lipido, se
debe esperar un aumento en la velocidad del proceso de transferencia de carga de esta cupla, como se
explico en el Capitulo 3.

Fig. 5.2. Perfil voltamétrico para
la reaccion Fe(CN)"/ Fe(CN)g”
sobre electrodos de carbono vitreo
cubiertos por una capa de dmpc.
Velocidad de barrido: 0,005 V s
Composicion de la  solucion:
K Fe(CN)s 5 mM y NaNO; 20
mM (I} KFe(CN); 5 mM,
NaNO; 20 mM vy cantidades
crecientes de CaCl, en la

L S s e S e — direccion indicada por las flechas
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2

E/V —).
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En la figura 5.3 se observa la diferencia de potencial de pico y corriente de pico catddico
normalizados por los valores del voltagrama en ausencia de CaCl, en funcion de la concentracion de
CaCl, agregada a la celda para cada lipido bajo estudio. Estos pardmetros son extraidos de experimentos
como el mostrado en la figura 5.2.

Como se observa en la figura 5.3, en algunos casos el proceso electroquimico se hace inclusive
mas reversible que el voltagrama en ausencia de lipido (ip/ipb mayor que la unidad). Por otro lado, la
cantidad de CaCl, necesaria para producir un dado cambio depende del tipo de lipido. En el caso de
dmpc, ImM de CaCl, es suficiente para revertir completamente el efecto de la capa de lipido. Sin
embargo, para galcer el perfil inicial no es recuperado para ninguna concentracion de CaCl,. Como en el
caso de dmpc, cuando el electrodo esta cubierto por sul, pequefias cantidades de CaCl, aumentan
sustancialmente la corriente catddica, mientras que para sphm se necesitan mayores cantidades. Es decir
que se observan cambios drasticos solamente para dmpc y sul.
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En ningln caso es posible la desorcion del lipido ya que se vuelve a observar el bloqueo
electroquimico si se introduce el electrodo cubierto desde la celda con CaCl, en exceso a una celda sin
CaCl, en la que se encuentra la cupla redox (datos no mostrados).
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Fig. 5.3. Dependencia de la
diferencia de potencial de
pico (AE, ) y la corriente de
pico catodica (ip")
normalizados por los valores
del voltagrama sin CaCl,, con
la concentracion de CaCl,
para electrodos cubiertos por
una capa de sphm ([J), dmpc
(@), sul (A) y galcer (V).
v=0,06 Vs

Fig. 5.4. Parametros electroquimicos
(a y b) y no electroquimicos (c, d y e)
medidos  sobre  soluciones de
K;3Fe(CN)s 5 mM + NaNO; 20 mM
(barras blancas) y K;Fe(CN)y 5 mM +
NaNO; 20 mM + CaCl, (barras grises).
Pardmetros electroquimicos AE,
normalizado () y I, normalizado (b).

Parametros no electroquimicos : Area
molecular promedio (C), momento
dipolar perpendicular a la interfase (d)
y factor de compresibilidad de la
monocapa (€) cerca de la presion de
colapso.

El efecto de la presencia del lipido sobre el voltagrama y del agregado de CaCl, depende de la
naturaleza del lipido, por lo que deberia haber alguna correlacion entre estos resultados y los
parametros que describen el comportamiento del lipido en la interfase solucidon acuosa-aire. En
principio se pueden realizar algunas consideraciones. Es 16gico suponer que cuando el electrodo se
encuentre cubierto por un lipido en estado liquido-condensado el bloqueo electroquimico sera mayor.
También se puede esperar que cuando el area molecular promedio de cada molécula de lipido sobre el
electrodo sea pequefia (concentracion superficial grande) el bloqueo sea mayor. Con respecto al
momento dipolar perpendicular a la interfase del lipido (Mp), es importante recordar que la especie
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electroactiva es negativa, por lo que el proceso de transferencia de carga podria ocurrir mas facilmente
si el electrodo se encuentra cubierto por moléculas que contribuyan con un dipolo cuyo extremo
positivo se encuentre hacia el electrodo y negativo hacia la solucioén (Up positivo). En la figura 5.4 se
muestran los valores de los pardmetros electroquimicos (AE,, y i, figuras 5.4a y 5.4b) y no
electroquimicos ( A, Mp K, figuras 5.4¢, 5.4d y 5.4¢) para cada sistema bajo analisis. A pesar de que el
lipido es transferido al electrodo desde la interfase agua-aire, se analiza el comportamiento del lipido
utilizando como subfase las soluciones empleadas para las medidas electroquimicas, ya que el lipido se
encuentra en este medio en el experimento voltamétrico.

5.1.IL. Correlacion entre los Voltagramas de K5Fe(CN)g en Ausencia de Ca™"y
las Isotermas sobre una Solucidon de K;Fe(CN)g + NaNOs.

Considerando los factores antes citados, podemos afirmar que es esperable la respuesta
electroquimica encontrada para sul (figura 5.4a y 5.4b), ya que ademas de tratarse de una monocapa
cargada negativamente, A, es pequefia (figura 5.4c) y M, negativo. Todos estos factores causaran
bloqueo en el proceso de transferencia de carga. K también tiene un alto valor (figura 5.4¢), pero
mucho mayor es para galcer, en cuyo caso éste es el factor predominante, causando un alto bloqueo de
la reaccion electroquimica, aunque menor que en el caso de sul.

El efecto provocado por una capa de sphm es menor al de los otros esfingolipidos estudiados.
Esto puede correlacionarse con el hecho que de forma monocapas menos compactas en la interfase
solucién acuosa-aire, y a su area molecular y Hp promedio relativamente grandes, ya que un
espaciamiento intermolecular grande y un ordenamiento molecular favorable deberian facilitar la
transferencia de carga comparado con los otros lipidos.

Dmpc no sigue iguales tendencias que las encontradas para los esfingolipidos, excepto por el
valor de A,,. Por su bajo modulo compresional y su alto valor de U, se esperaria un menor bloqueo
electroquimico que para sphm. Es evidente que este glicerofosfolipido sigue un patron de conducta
diferente al seguido por los esfingolipidos, ya sea debido a las diferencias en las cadenas
hidrocarbonadas o en la region interfacial. Para un mejor andlisis al respecto es necesario considerar
una familia de glicerofosfolipidos analogamente a la familia de esfingolipidos estudiada. Este lipido
fue incluido en el estudio como base de comparacion ya que ha sido informado en trabajos previos
como modificador de respuestas voltamétricas [6], y ademas contiene el grupo polar fosforil colina, al
igual que sphm.

Los resultados encontrados para la serie de esfingolipidos estudiados indican que cuando una
capa de los mismos recubre el electrodo, la respuesta voltamétrica no se correlaciona de una manera
simple con ninguna de las regiones de la molécula (cadena hidrocarbonada y grupo polar) del lipido que
forma la capa, sino mas bien depende de una combinacion de efectos provenientes de diferentes regiones
de la molécula y de la organizacion intermolecular de la superficie. En todos los casos, la capa de lipido
formada no es homogénea, sino que existen zonas del electrodo a través de las cuales ocurre la reaccion
de 6xido-reduccion de la cupla.

El efecto producido por dmpc no tiene igual tendencia que la serie comparativa de
esfingolipidos. Esto puede ser debido a que contiene cadenas hidrocarbonadas mas cortas y una
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estructura interfacial diferente. Por otro lado, el efecto del campo que soporta la capa de lipido cuando
se aplica un potencial al electrodo depende del vector de polarizacion eléctrico del lipido en la interfase,
el cual es diferente para glicerofosfolipidos que para esfingolipidos [94]. Se ha demostrado que efectos
de campos eléctricos superficiales, en combinacion con el momento dipolar resultante del lipido son
determinantes importantes para el desplazamiento de cargas interfaciales locales y para rearreglos
electronicos, que a su vez afectan a reacciones enzimaticas interfaciales [94].

5.1.I11. Correlacion entre los Voltagramas de K3;Fe(CN)g en Presencia de Ca®’y
las Isotermas sobre una Solucion de K;Fe(CN)g + NaNOs + Ca*".

Como se muestra en la figura 5.3, la respuesta de electrodos cubiertos por sul o dmpc es
drasticamente alterada por la presencia de CaCl,. A pesar de que las pendientes del grafico de
parametros electroquimicos versus concentracion de Ca®" sean iguales, es necesaria una mayor
cantidad de este ion para producir el mismo efecto en la respuesta voltamétrica en sul que en dmpc. El
comportamiento de la isoterma permite interpretar los diferentes efectos observados en presencia de
este ion.

En el caso de dmpc, la isoterma sobre K;Fe(CN)s y NaNO; en presencia de Ca®" presenta, a
altas presiones, un cambio de fase bidimensional. Un cambio de fase se caracteriza por presencia de
defectos [26,29], los cuales fueron observados utilizando microscopia de epifluorescencia (ver Capitulo
4). La microheterogeneidad superficial generada por la coexistencia de fases aumenta la permeabilidad
interfacial [106], facilitando la accesibilidad K;Fe(CN)g al electrodo, y por tanto, el proceso de
transferencia de carga.

La figura 5.4 muestra los valores de los parametros electroquimicos cuando la concentracion
de CaCl, es 1 mM (para dmpc) o 3 mM (para el resto), y de los parametros no electroquimicos de las
isotermas llevadas a cabo sobre K;Fe(CN)g, NaNO; y la misma cantidad de CaCl, a presiones cercanas
a la de colapso.

Para los esfingolipidos, los cambios observados al agregar CaCl, en la subfase no son tan
drasticos como para dmpc. Tanto sul como galcer ocupan una mayor area en presencia de CaCl,, lo que
lleva a una menor concentracion superficial de lipido, y por tanto a que el ion electroactivo reaccione
con mayor facilidad. También |, se ve modificado por la presencia de CaCl,. Los cambios en area son
mayores para sul que para sphm, mientras que los cambios en [, son similares. Sin embargo el cambio
relativo en |, es mayor para sul ya que deja de ser nulo o negativo para poseer un valor positivo. Todo
¢ésto explica que para sul se observen mayores cambios electroquimicos en presencia de este ion que
para sphm.

Las isotermas de galcer no son afectadas marcadamente por la presencia del ion Ca® en la
subfase. Esto significaria ausencia de cambios en la respuesta electroquimica. Sin embargo, en
presencia de CaCl, se observa un aumento en la reversibilidad del proceso. Esto s6lo puede explicarse
teniendo en cuenta que aun en ausencia de lipido, la reversibilidad de la cupla Fe(CN)g’/ Fe(CN)¢"
aumenta debido al aumento en la concentracion de Ca®" (ver Cap. 3). Si bien en nuestro caso no se
alcanzan las concentraciones de iones necesarias para observar este efecto, es posible que la presencia
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de la monocapa cause un aumento en la concentracion interfacial de iones, de forma tal que localmente
se llegue a los valores necesarios.

Resumiendo, en el caso de esfingolipidos, el gran bloqueo en la respuesta electroquimica se
puede correlacionar con bajos valores de A, y Ly, y altos valores de K. Por lo tanto es esperable que un
aumento en los valores de corriente del voltagrama se relacione con un aumento en A,, y H,, como fue
observado. La presencia del ion Ca*" en la subfase no afecta el comportamiento de galcer en la
interfase solucion acuosa-aire, sin embargo, como se muestra en la figura 5.3, la respuesta
electroquimica si se modifica. Esto es debido al cambio en el comportamiento electroquimico de la
cupla redox, el cual existe atin en ausencia de lipido. Este efecto esta presente en todos los sistemas
analizados, y es probable que sea el causante de que tanto para dmpc como para sphm, el voltagrama
en presencia de altas concentraciones de Ca®" muestre valores de corriente mayores que el voltagrama
blanco.

En conclusion, podemos decir que existe una correlacion entre parametros no electroquimicos
obtenidos de la isoterma del lipido en la interfase solucion acuosa-aire y el efecto en la respuesta
electroquimica en capas de L-B sobre carbono vitreo. Sin embargo, la correlacion es compleja ya que
los pardmetros que caracterizan el comportamiento interfacial del lipido pueden influir en el proceso de
transferencia de carga de diferentes maneras.

Entre estos parametros, la carga y la orientacion del momento dipolar del lipido son
importantes, debido a posibles interacciones electrostaticas existentes entre el lipido y el ion
electroactivo. Este es el caso de sul.

Considerando el mecanismo de transferencia de carga, la forma del voltagrama indica que el
proceso tiene lugar a través de micro-huecos formados durante el proceso de transferencia del lipido o
después, debido a re-arreglos de la pelicula, ya que la transferencia de carga por efecto tinel o
permeacion del ion electroactivo generaria perfiles voltamétricos diferentes a los encontrados. Las in-
homogeneidades de la pelicula dependen de los mismos parametros que determinan las caracteristicas
de la monocapa del lipido en la interfase solucion acuosa-aire. Por ejemplo, las monocapas mas
condensadas dejarian huecos mas pequefios.

5.1.IV. Modelado del Proceso de Transferencia de Carga para Electrodos
Cubiertos por una Capa de dmpc.

Para entender el origen de la sefal voltamétrica observada cuando el electrodo se encuentra
cubierto por lipido se analizé mas profundamente un lipido en particular. Se eligi6 la dmpc debido a que
es el unico con largo de cadena definido (14 atomos de carbono), lo que permite la maxima
reproducibilidad, y ademas presenta grandes cambios en presencia de CaCl,. Por otro lado, de esta serie
de lipidos es el mas estudiado, por lo que existe una amplia bibliografia al respecto. Como método de
analisis se compararon los voltagramas experimentales con voltagramas tedricos obtenidos utilizando
diferentes modelos de superficie modificada. Para demostrar la validez de cada modelo en particular, se
calcularon los coeficientes de transferencia de carga y las constantes de velocidad del proceso de
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transferencia de carga tanto para el electrodo limpio como modificado utilizando pulsos de potencial y
espectroscopia de impedancia electroquimica.

Se comenzd analizando el modelo mas sencillo de transferencia de carga, en el cual tanto el
reactivo como el producto deben difundir bajo condiciones de difusion lineal semi-infinita. El proceso de
transferencia de carga ocurre con una velocidad determinada por la constante k° (ver Capitulo 2.1.2). Se
compararon los voltagramas experimentales con voltagramas teodricos segiin este modelo, siguiendo el
método de Nicholson [76,77]. Con este modelo sencillo se encuentran buenas correlaciones para la
reaccion electroquimica sobre el carbono vitreo limpio, no asi cuando esta presente la capa lipidica. La
correlacion vuelve a ser satisfactoria en presencia de un exceso de iones Ca** (ver figura 5.5).

‘ ‘
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Fig. 5.5 Perfiles corriente-potencial para la cupla Fe(CN)s”/ Fe(CN)s" y NaNO; como electrolito soporte.
Voltagrama experimental (—), voltagrama teérico (L. Parametro de simulacion fijo: Dg=Dg=6 10 cm’s". Los
demas parametros se utilizaron para ajuste. a) Carbono vitreo limpio, velocidad de barrido 0,003 Vs™'. Parametros
de ajuste: K =1,1 10%cm s, 0= 0,55 b) Carbono vitreo modificado por la monocapa, velocidad de barrido 0,010
Vs Parametros de ajuste: K =2,5 10“cm s”,ac= 0,44 ¢) Carbono vitreo modificado por la monocapa en
presencia de exceso de CaCl,, velocidad de barrido 0,050 Vs™. Parametros de ajuste: K°=2,65.10%cm s, 0c= 0,51

Para el ajuste del voltagrama tedrico al experimental se utilizo un coeficiente de difusion fijo de
6 10° cm’s™ tanto para la especie oxidada como para la reducida. K y ac fueron utilizados como
parametros de ajuste. Como se explico en el Capitulo 2, el efecto principal de k° es el de aumentar la
diferencia de potencial de pico, disminuyendo las corrientes maxima y minima del voltagrama y
ensanchando un poco los picos, mientras que O ensancha el pico catodico, disminuyendo la corriente de
pico, respecto al anddico. El efecto del o, es el opuesto.

Cuando el electrodo esta limpio se encuentran valores de K=1,110%cms” y 0c= 0,55. Para el
electrodo cubierto por dmpc y en presencia de exceso de CaCl, se encuentran valores de k’=2,65 107
ecm sy ac=0,51. Los valores de constante de transferencia de carga indican que en presencia de Ca*
la reaccion de transferencia de carga es mas rapida que en ausencia del ion, a pesar de la presencia de
lipido. Esto apoya la afirmacion de que ademas de influir sobre la estructura de la capa de lipido, este
ion también afecta la reaccion redox Fe(CN)s"/ Fe(CN)q", favoreciendo el proceso, de forma tal de que
ocurra mas rapido en exceso de Ca>" aun cuando el electrodo se encuentra cubierto por una capa de
dmpc.

En ausencia de CaCl, se observa que la diferencia de potencial de pico se corresponde con una
K®de 2,5.10"cm s. Sin embargo la forma del voltagrama experimental es diferente a la del tedrico, por
lo que es evidente que el mecanismo de transferencia de carga utilizado para la simulacion en presencia

88



Capitulo 5. Resultados Electroquimicos de Electrodos Modificados
y Correlacion con el Comportamiento de Interfase del Lipido.

5.1 Efecto de una Capa de Lipido sobre la Respuesta Voltamétrica de Fe(CN)¢>/ Fe(CN)¢*.

de la pelicula y en ausencia de CaCl, no es el indicado. Tanto la oxidacién como la reduccion ocurren
en un amplio intervalo de potenciales. Esto podria deberse a que el coeficiente de transferencia de
carga (0) sea menor que 0,5 para ambos, ya el efecto de este parametro en el voltagrama es el de
ensanchar el pico correspondiente. Si la via de oxidacion es la misma que la de reduccion, los a
catodicos y anddicos deben sumar la unidad. Sin embargo, si las vias seguidas son diferentes, Q0
no necesariamente debe ser uno [103,104]. En nuestro caso, si las especies oxidadas y reducidas
afectan de diferente forma la estructura de la monocapa, el resultado podria ser 0c+0,<1 y cada uno de
ellos menor a 0,5. Esto llevaria a un perfil corriente-potencial tedrico similar al experimental. En la
figura 5.6 se muestran ajustes para las corrientes anddicas y catddicas en forma separada. Se pueden

obtener buenos resultados liberando la restriccion ac+aa= 1.

Para decidir cual es el mecanismo seguido, se aplicaron pulsos de potencial a soluciones que
contenian iguales cantidades de K;Fe(CN)g y de K4Fe(CN)g, se midieron las corrientes estacionarias
resultantes y se calcularon los O¢ y O, utilizando la ecuacion de Butler-Volmer (ecuacion 2.6). Se
encontré que Oct0, = 1 y que ambos tienen valores cercanos a 0,5; por lo que el mecanismo de
oxidacion debe ser el mismo que el de reduccion.
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Fig.5.6.  Perfiles  corriente-potencial
Negro: experimental v = 0,1 V s, une
capa de dmpc recubre el electrodo. Grises
tedricos con los siguientes parametros:
Constante de transferencia de carge
estandar: 4 10°cm s

Coeficiente de difusion de la especic
oxidada = Coeficiente de difusion de le
especie oxidada: 1 10” cm®s™.

Pico anodico ():

Coeficiente de transferencia de carge
anodico: 0,25

Pico catodico (---):

Coeficiente de transferencia de carge
catodica: 0,3

La constante de velocidad de la reaccion de transferencia de carga (k) no pudo ser medida por
este método ya que es demasiado alta para obtenerse por la aproximacion de Tafel a altos campos o por
Butler-Volmer (la zona de control cinético es muy pequeia). A bajos campos los valores obtenidos

tienen mucho error ya que las corrientes son muy bajas.

Para obtener la constante de velocidad del proceso de transferencia de carga del sistema se
utiliz6 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica. Se encontrd que la superficie de carbono vitreo
recién pulida puede ser simulada con un circuito equivalente que involucra zonas de diferente capacidad

[105].
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Fig.5.7. Medidas de capacidad del
electrodo limpio (—) y cubierto

0,16

£ por dmpc (----) a una frecuencia de
S 500 Hz, en funcién del potencial
aplicado. La solucion contiene
0,12 NaNO; 21 mM.
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La capacidad promedio de la superficie es muy baja (figura 5.7) y es similar a la de la superficie
cubierta por la monocapa (del orden de 10? F m™). Si la monocapa es suficientemente homogénea, se
puede estimar el largo de la cadena hidrocarbonada considerando que la interfase se comporta como un
capacitor de placas paralelas, utilizando la ecuacion 2.91 (ver Capitulo 2) [83]. El largo de la cadena
carbonada asi calculado seria de 2 nm, considerando que € vale 2 (los valores de € para muchos
hidrocarburos varia entre 2,0 y 2,2). A pesar de lo simplificado del modelo, este valor indicaria la validez
de los resultados experimentales, dado que se sabe que el largo de la cadena hidrocarbonada de dmpc es
aproximadamente de 1,7 nm.

Utilizando el circuito equivalente de Randless (ver Capitulo 2), se obtuvieron los valores de
resistencia de transferencia de carga asi como de coeficiente de Warburg. La forma en que estos
parametros varian con el potencial depende de, entre otras cosas, la constante de velocidad de la reaccidon
de transferencia de carga (K°) y del espesor de la capa difusional, & (ver ecuacién 2.31) [65]. El valor de &
fue obtenido a partir de los valores de corrientes estacionarias limites para una celda con solo la especie
oxidada en solucion, sabiendo que:

i, =-nFDC /o Ecuacion 5.1

Se obtuvo un valor de 0,03 cm tanto en ausencia como en presencia de la capa de dmpc.
Comparando las curvas de resistencia de transferencia de carga-potencial con curvas tedricas, se obtuvo
el valor de K para la reaccion de transferencia de carga de K;Fe(CN)g sobre carbono vitreo modificado
por la capa de dmpc (figura 5.8b). Para el ajuste se considerd principalmente la zona de sobrepotenciales
mayores a -0,10 V, ya que a sobrepotenciales mas catoédicos ocurre la reduccion del O, disuelto, el cual
es un proceso no deseado.
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b) Fig.5.8. Resistencia a la transferencia de

carga en funcidon del sobrepotencial (©)
para un electrodo cubierto por dmpc y
una solucion de Ks;Fe(CN)s 5 mM +
K4Fe(CN)g 5 mM + NaNO; 20 mM.
Curva tedrica empleando &: 0,03 cm, K%
5,010 cm sy la ecuacién 2.31 (—).
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Conociendo el valor de la constante de velocidad para la reaccion de transferencia de carga es
posible postular otros mecanismos para la reaccion electroquimica. En este sentido se plantean dos
modelos para la estructura de la monocapa:

Arreglo de peliculasde lipido tipo A.

En este caso la transferencia electronica s6lo ocurre en las zonas libres de lipidos (zonas activas),
las cuales forman el arreglo indicado en la figura 5.9 (las zonas sombreadas son inactivas). Si el tamafio
de las zonas activas es suficientemente pequeio, la difusion dejard de ser lineal y el perfil corriente-
potencial se vera afectado por este cambio. Este mecanismo esta basado en el modelo sugerido y
desarrollado por Matsuda [81,82].
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Fig. 5.9. Esquema del arreglo de pelicula de lipido tipo A. Izquierda: ordenamiento de los lipidos sobre el
electrodo. Derecha: Esquema del arreglo supramolecular del lipido sobre el electrodo; las zonas blancas
corresponden a las “zonas activas”, es decir, las zonas sin lipido.
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Arreglo de peliculasde lipido tipo B.

En este caso, el electrodo se encuentra cubierto por el lipido en diferentes grados de
compactacion, por lo que la transferencia electronica ocurre simultdneamente a diferentes velocidades,
dependiendo a qué zona del electrodo llegue el reactivo ya que de ello depende cual sera la barrera
lipidica que tiene que atravesar el ion electroactivo para reaccionar (ver figura 5.10). La difusion se sigue
considerando lineal. El voltagrama observado sera la suma de los aportes de cada reaccion y la K
obtenida por espectroscopia de impedancia electroquimica sera el promedio pesado de las k° de cada
reaccion i.

04

Zonas de diferente reactividad

N R

soporte

(adimensional)

12

X.TC

Fig. 5.10. Esquema del arreglo de pelicula de lipido tipo B. Izquierda: ordenamiento de los lipidos sobre el
electrodo. Derecha: Voltagramas teéricos obtenidos para diferentes k° utilizando el modelo de Nicholson: a
medida que aumenta la diferencia de potencial de pico, los valores de k® empleadas son:

0,2;2;5; 10y 50 10” cm*s™.

Los correlaciones encontradas para ambos modelos son buenas (figura 5.11), por lo que no es
posible discernir entre alguno de los dos. Sin embargo, empleando el modelo propuesto por Matsuda solo
se obtienen buenos ajustes con una k® menor a la del voltagrama registrado sobre el electrodo limpio, lo
cual no tiene sentido fisico ya que segun este modelo la reaccion de transferencia de carga ocurre en las
zonas libres, por lo que la K del electrodo cubierto deberia ser la misma que la del electrodo limpio.

Es probable que ambos sean modelos demasiado simples para describir completamente el
sistema experimental real, y que la estructura de la pelicula de dmpc sobre el electrodo posea zonas con
huecos en los que la difusion es hemi-esférica y zonas con lipido en estructura desordenada en los que la
reaccion ocurre mas lentamente.
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Fig.5.11 Voltagrama experimental a 0,100 V s (negro) para una solucion de K;Fe(CN)s SmM y
NaNO; 21mM vy voltagramas tedricos segun los dos modelos planteados (gris). Modelo de Matsuda (
) y suma de procesos con difusion lineal y diferentes velocidades de reaccion (----).
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5.2 Efecto deunay cuatro Capasde L |p|do sobre Ia
Respuesta Voltamétrica de Ru(NH3)e™"/ Ru(NH3)6>".

Resumen

En este capitulo se analiza el efecto de capas de lipido transferidas al
electrodo sobre la respuesta voltamétrica de la reaccion de oxido-reduccion de la
cupla Ru(NH3)**/ Ru(NH;)*". La reaccion de oxido-reduccion de este complejo es
mucho més rapida y sencilla que la reaccion Fe(CN)s’/ Fe(CN)s". Probablemente
debido a esto, el efecto producido por el lipido es mucho menor para Ru(NH;)s*"/
Ru(NH;)¢*". Una sola capa de dmpc transferida al electrodo no modificé de forma
apreciable la respuesta voltamétrica, por lo que se transfirieron cuatro capas de cada
lipido y se analizo el efecto de las mismas.

Al igual que para la cupla anionica antes estudiada, también se encontré que
cada lipido provoca un efecto diferente en la respuesta electroquimica del ion
electroactivo.

En ausencia de lipido, el ion Ca*" no modifica la respuesta electroquimica de
esta cupla redox, por lo que en este caso, si se observan cambios en el voltagrama
sobre el electrodo modificado, los mismos se deberan exclusivamente a
modificaciones en la estructura de la pelicula o en las interacciones entre el ion
electroactivo y el lipido.

Al igual que para la cupla anionica, la respuesta electroquimica en presencia
y ausencia de CaCl, se relaciona con el comportamiento en la interfase agua-aire de
cada lipido. Cada voltagrama resultante se compara con voltagramas teoricos
calculados utilizando el modelo propuesto por Matsuda [81,82].

5.2.I1. Perfiles Corriente-Potencial de Ru(NH;)s’"/ Ru(NH;)s>" sobre
Electrodos Modificados por una y cuatro Capas de cada Lipido.

Debido a la irreproducibilidad de la cupla anidonica y a su complejidad, asi como el efecto
indeseado que produce el ion Ca®’, se selecciond una cupla conocida por ser de esfera externa, rapida y
sencilla [91].

Se comenzd estudiando el efecto provocado por una capa de dmpc sobre la respuesta
voltamétrica de esta reaccion redox. En la figura 5.12 se muestra la respuesta electroquimica de esta
cupla sobre electrodos modificados por una capa del lipido a diferentes velocidades de barrido. A todas
las velocidades de barrido analizadas (desde 0,010 V s™ hasta 7,000 V s™), se encuentra que el perfil
voltamétrico es insensible a la presencia del lipido.
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Capitulo 5. Resultados Electroquimicos de Electrodos Modificados
y Correlacion con el Comportamiento de Interfase del Lipido.

5.2. Efecto de una y cuatro Capas de Lipido sobre la Respuesta Voltamétrica de Ru(NH3)63+/ Ru(NH3)(,2+.

50

00

50

00

50

00 T T T
-0,75 -0,50 0,25 0,00

Fig. 5.12. Perfil corriente-potencial para la
reaccion de Ru(NH;)*"/ Ru(NH;)*" sobre el
electrodo limpio (—) o modificado por una
capa de dmpc (----). Velocidades de barrido: 5
(negro), 4 (gris claro) y 2.5 V s (gris oscuro).
Composicion de la solucion: Ru(NH;3)Cl; 1
mM + NaNO; 20 mM.

Debido a que una sola capa no parece cubrir el electrodo suficientemente, se transfirieron 4

capas, dejando secar cada capa durante 30 min antes de cada nueva transferencia. En la figura 5.13 se

muestran los perfiles voltamétricos correspondientes a la reaccion de transferencia de carga de la cupla
Ru(NH;)¢"/ Ru(NH3)s>" cuando 4 capas de cada lipido cubren el electrodo.
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Fig.5.13. Perfiles corriente-potencial
de Ru(NH;)s”"/ Ru(NH;)s*" sobre
electrodos recién pulidos (—), y
sobre electrodos cubiertos por 4 capas
de cada lipido (----).

Composicion de la solucion:
Ru(NH3)6Cl3 1 mM + NaNO3 20 mM.
Lipido que recubre el electrodo: dmpc
(a), sphm (b), galcer (c) y sul (d).
Velocidad de barrido: 0,100 V s™".

A partir de la figura 5.13, podemos decir que en todos los casos se observa una disminucion en

las corrientes de pico. Sin embargo, a pesar de que han sido transferidas 4 capas al electrodo, tanto para

sul como para dmpc esta disminucion es pequefia. En este caso, al igual que para Fe(CN)g’/ Fe(CN)q",

analizando la respuesta voltamétrica cuando una capa de lipido recubre el electrodo, la corriente que

circula por el sistema es indicativa de que las capas de lipido no son homogéneas, sino que quedan

huecos por donde la reaccion puede ocurrir. Tanto para dmpc como para sul, la reaccion inclusive ocurre

dando casi la misma sefial que cuando el electrodo se encuentra descubierto. Teniendo esto en cuenta, se
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compararon los perfiles corriente-potencial experimentales con perfiles tedricos calculados utilizando el
modelo de Matsuda [81,82]. La forma del voltagrama resultante de este modelo depende de la fraccion
de area bloqueada (6), el radio de la celda unidad (b), la constante de velocidad del proceso de
transferencia de carga (K°), y el coeficiente de transferencia de carga (a). Como de acuerdo a este
modelo, la reacciéon ocurre en las zonas libres de lipido, la K® se obtuvo de los voltagramas sobre el
electrodo limpio, utilizando el método de Nicholson [76-77]. El valor hallado para la k° de esta reaccion
antes de transferir el lipido es de (1,5 = 0,5) 10” cm s”. Para el ajuste se utilizaron a = 0,5 y el
coeficiente de difusion de la especie oxidada y reducida =7 10 cm’s™ como parametros fijos y 8y b
como parametros de ajuste. Todos los ajustes se realizaron a varias velocidades de barrido, aunque aqui
solo se muestren a 0,100 V s
A continuacion se realiza un analisis detallado del resultado encontrado para cada lipido:

Dmpc

Como ya fue mencionado, s6lo se observan pequeios cambios en el voltagrama cuando 4
capas de este lipido cubren el electrodo (figura 5.13a). De hecho, el perfil voltamétrico puede ser
simulado utilizando el procedimiento de Nicholson para difusion lineal (figura 5.14).

0 ///\‘\ Fig. 5.14 Voltagrama experimental () y teorico (---)
/ TN para el proceso de transferencia de carga de la cupla
< / TToeed redox Ru(NH;)¢’/ Ru(NH;3)s~ sobre electrodes
= 7 T cubiertos por 4 capas de dmpc. Velocidad de barrido:
g o/ 0100 Vs,

0 \‘\\ / Parametros de simulaciéon: a = 0,5; coeficiente de
N/ difusion de las especies oxidada y reducida = 7 10

0- e em’s K=1,510%cms™.

-0,6 -0‘,4 -0‘,2 0:0 0,2
E/V

El hecho de que una sola capa de dmpc modifique la respuesta voltamétrica de la cupla
Fe(CN)s”/ Fe(CN)s" y que al transferir el lipido al electrodo se observe siempre una disminucion del
area total de la monocapa indican que el lipido se ha adherido al electrodo. Sin embargo, Ru(NHs)s* "/
Ru(NH;)s>" muestra sélo pequefios cambios en el voltagrama en presencia de dmpc, con corrientes de
pico proporcionales al area geométrica del electrodo, por lo que debe existir sobre el electrodo una
distribucion de micro-huecos muy cercanos uno de otro, en los que las capas difusionales de cada uno
de ellos se solapan, resultando un flujo de masa neto de régimen lineal (ver Capitulo 2.1.2) [80].

Galcer

Este lipido provoca las corrientes mas bajas en los voltagramas de Ru(NH;)s®"/ Ru(NH;)e*"
(Figura 5.13c¢). La figura 5.15 muestra la comparacion entre voltagramas experimental y teodrico
calculado mediante el modelo de Matsuda con 8= (0,90 + 0,02) y b= (3,0 £ 0,5) x 10” ¢cm. Como se
observa en esa figura, el ajuste es muy bueno indicando que el modelo planteado se acerca bastante al
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arreglo verdadero del lipido sobre el electrodo. El alto valor de @ indica que galcer forma capas
compactas dejando pocos huecos en donde la reaccion de transferencia de carga tiene lugar.

Fig. 5.15 Voltagrama experimental () y
teorico (----) para el proceso de transferencia
/ e de carga de la cupla redox Ru(NH;)s>/
Ru(NH;)s>" sobre electrodos cubiertos por 4
capas de galcer. Velocidad de barrido: 0,100
V s, Parametros de simulacion: o = 0,5;

B coeficiente de difusion de las especies
1007 e { oxidada y reducida = 7 10°® cm?*s™; K’ = 1,5
102 cms™; 8=(0,90 + 0,02) y b= (3,0 + 0,5)
x 107 ecm

10,0

0,0 / e ———

i/ pA

-20,04

-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2

Sphm

Este lipido tiene comportamientos intermedios entre galcer y dmpc tanto en la interfase agua-
aire como en la interfase electrodo-solucion (figura 5.13b). Se encuentra un buen ajuste entre los
voltagramas experimental y tedrico calculado mediante el modelo de Matsuda et al. utilizando 6 =
(0,65 +0,05) y b= (7 +2) x 10” cm (figura 5.16).

2 Fig. 5.16 Voltagrama experimental () y
teorico (----) para el proceso de transferencia

de carga de la cupla redox Ru(NH;) "/
Ru(NH,)™" sobre electrodos cubiertos por 4
capas de sphm. Velocidad de barrido: 0,100

< s V s, Parametros de simulacion: o = 0,5;
B 4 coeficiente de difusion de las especies
IR / oxidada y reducida = 7 10° ecm’s™; k°= 1,5

2- 102 cms™; 8= (0,65+0,05)yb=(7+2)x

- 107 ¢cm

Este ajuste fue realizado considerando principalmente los picos del voltagrama, excluyendo la
zona entre -0,4 y — 0,6 V, ya que en alli se produce la reaccion indeseada de reduccion de oxigeno.

Como puede observarse en la figura 5.16, el ajuste en este caso no es tan bueno como para
galcer, lo que indica que el modelo elegido puede no ser el 6ptimo para describir el sistema.

Por otro lado, el cubrimiento encontrado para este lipido es menor que para galcer, lo cual es
esperable considerando el comportamiento de interfase de ambos lipidos.
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Este es el tnico lipido cargado de la serie analizada; el bloqueo de la corriente no esta de
acuerdo con su factor de compresibilidad, ya que teniendo este parametro en cuenta deberia producir
similar bloqueo que sphm. Las interacciones electrostaticas generadas entre la pelicula de lipido y el
complejo electroactivo son atractivas y deberian actuar favorablemente al proceso de transferencia de

carga.

proceso sera analizado con mayor detalle en el Capitulo 5.4.

1,01

0,54

0,0

400+

200+

Como el modelo de transferencia de carga considerado hasta ahora no tiene en cuenta la
presencia de interacciones entre la pelicula bloqueante y la molécula electroactiva, no puede ser
aplicado en este caso.
Como puede verse en la figura 5.13d, el voltagrama de Ru(NH;),""/ Ru(NH;3),>" sobre cuatro
capas de sul presenta un hombro a potenciales mas catodicos que la descarga de la cupla redox. Este

5.2.II. Correlacion entre los Voltamperogramas de Ru(NH;)s> "/ Ru(NH3)s™"
en Ausencia de Caz+y las Isotermas sobre soluciones de Ru(NHj;)q Cl; + NaNOs.

Asi como en el caso de Fe(CN)¢ /Fe(CN)", la respuesta voltamétrica de Ru(NH;)s' / Ru(NH;)q™
depende de la naturaleza del lipido que recubre el electrodo. Bajo las condiciones experimentales
analizadas, las disminuciones en corriente siguen el orden: galcer > sphm > dmpc [] sul.

Para explicar este orden, se recurrio al comportamiento del lipido en la interfase solucion acuosa-
aire, utilizando como subfase las soluciones empleadas en las medidas electroquimicas, en forma
similar a lo realizado para Fe(CN)s*/Fe(CN)¢" (ver Capitulo 5.1). Para realizar esta comparacion, en la
figura 5.17 se grafican los diferentes parametros que caracterizan el comportamiento de interfase del
lipido, asi como el comportamiento electroquimico de Ru(NH;)¢’ "/ Ru(NH;)s*" cuando 4 capas de cada
lipido recubren el electrodo.
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Fig. 5.17. Efecto del lipido en la
respuesta electroquimica y parametros
de la isoterma.

Composicion de la solucion:
Ru(NH;)sCl; 1 mM + NaNO; 20 mM.
Pardmetros:

a) Corriente de pico (o maxima)
normalizada por el valor del
voltagrama en ausencia de lipido.

b) Area molecular promedio a la
presién de transferencia (40 mN m™).
€) Momento dipolar perpendicular a la
interface a la presion de transferencia
(40 mN m™).

d) Factor de compresibilidad a la
presion de transferencia (40 mN m™).
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Las barras de error de la figura 5.17 fueron calculadas del promedio de al menos tres medidas
independientes. El area molecular promedio es similar para todos los lipidos (figura 5.17b). Para sphm
es un poco mayor, lo que se relacionaria con menor bloqueo electroquimico, lo cual sin embargo no se
observa.

El momento dipolar es similar para todos los lipidos (figura 5.17c), salvo para sul, lo que
explicaria su comportamiento particular pero no las diferencias encontradas para los otros lipidos.

Al contrario de lo que ocurre con el area molecular y el momento dipolar, el factor de
compresibilidad (k) a 1= 40 mN m™ es diferente para cada lipido, y sigue el orden galcer > sphm []
sul > dmpc (figura 5.17d). Este parametro parece explicar la dependencia del bloqueo electroquimico
con la naturaleza del lipido, al menos para los lipidos neutros. Para aclarar mas este punto, en la figura
5.18 se muestran los valores de i,,m» como funcion de este factor. Alli puede verse que a medida que
aumenta K, i, disminuye. El punto que se sale de este comportamiento, marcado en negro en el
grafico, corresponde a sul, para el cual es esperable que la carga juegue un papel importante.

1,14 Fig. 5.18. i,ym como funcion del factor de
L compresibilidad de la monocapa a la presion de
107 transferencia.

o "y -
09- \O Composicion de la solucion:

% Ru(NH3)sCl; 1 mM + NaNO; 20 mM.
=087 Lipido que recubre el electrodo: galcer, dmpc y sphm
0,71 (0); sul (*).
0,6 O
5‘0 ' 1(‘)0 ' l':I':O ' 2(‘)0
kK /mNm*

5.2.I11. Efecto del Ton Ca®" en la Respuesta Electroquimica de Ru(NH;)s '/
Ru(NH;)s>" Sobre Electrodos Cubiertos por 4 Capas de cada Lipido.

Para esta cupla no existe el efecto de aumento en la velocidad del proceso de transferencia de
carga como en el caso de la cupla anionica Fe(CN),"/ Fe(CN)s" sobre electrodos limpios. Esto hace
que se pueda analizar aisladamente el efecto de este ion sobre la capa de lipido, y a su vez, el efecto de
esto en la respuesta electroquimica de la cupla. La figura 5.19 muestra el voltagrama de Ru(NH3)s* "/
Ru(NH;)s>" sobre electrodos modificados por 4 capas de cada lipido en presencia de CaCl,. En la
misma figura se muestra el voltagrama en ausencia del ion para su comparaciéon. A continuacion se
analiza cada lipido por separado.
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Fig. 5.19 Perfiles corriente-
potencial de Ru(NH;)s '/
Ru(NH;)s>" sobre electrodos
cubiertos por 4 capas de
cada lipido. Composicion
de la solucion: Ru(NHj;)sCls
1 mM + NaNO; 20 mM(—
—) + CaCl, 0.3 mM (----).
Lipido que recubre el
electrodo: dmpc (a), sphm
(b), galcer (c¢) and sul (d).
Velocidad de barrido: 0,100
Vs
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Dmpc

Cuando el ion Ca’ estd presente en la subfase, éste se une al grupo fosfato cargado
negativamente (dmpc es un zwitterion), impartiendo al lipido una carga neta positiva [55]. La figura
5.19a muestra que en presencia del ion Ca®", la corriente de pico del voltagrama disminuye ligeramente.
Esto probablemente esté relacionado con la repulsion electrostatica generada entre la cupla y la pelicula,
la cual ahora se encuentra cargada positivamente.

Sphm

Este lipido tiene el mismo grupo polar que dmpc, por lo que las interacciones entre el grupo
fosfato y el ion Ca®* generaran una pelicula cargada positivamente, la cual interaccionara repulsivamente
con el ion electroactivo. Esto se observa en el voltagrama como una disminucidon en corriente (figura
5.19b) respecto al voltagrama en ausencia de CaCl,.

Galcer

De las isotermas de este lipido sobre soluciones que contienen CaCl, podemos concluir que
tiene poca o nula interaccién con el catién Ca®", lo cual concuerda con informacion previa de literatura
[107]. Por lo tanto, la estructura interfacial no se modifica al agregar Ca®" a la celda electroquimica. La
reaccion electroquimica en si tampoco se ve modificada por la presencia del ion. Es de esperar entonces
que el perfil voltamétrico en presencia de Ca’" sea similar al voltagrama en ausencia del cation, como se
muestra en la figura 5.19c¢.
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Sul

El ion Ca®" interacciona fuertemente con este lipido, como se desprende de los cambios en el
momento dipolar perpendicular a la interfase generados en las isotermas por la presencia de este ion, lo
cual estda de acuerdo con reportes previos [107]. Se espera que el cation neutralice, al menos
parcialmente, la pelicula inicialmente cargada negativamente.

En la figura 5.19 se observa que la presencia del ion Ca*" induce una disminucién en la corriente
para la cupla Ru(NH;)s*"/ Ru(NH;)¢" " al igual que en el caso de sphm. La atraccion electrostatica entre el
lipido negativo y la cupla catidnica se encuentra anulada, o al menos disminuida, al disminuir la carga de
la pelicula de lipido produciendo este efecto.

En ninguno de los casos se realizaron comparaciones entre los voltagramas experimentales y
voltagramas teéricos calculados mediante el modelo de Matsuda, ya que el ion Ca*" genera peliculas
cargadas tanto para dmpc como para sphm, en cuyo caso el modelo no es mas aplicable. Para galcer, no
hay diferencia entre los voltagramas en ausencia como en presencia de Ca**, por lo que el ajuste arrojaria
resultados similares. En el caso de sul, la pelicula no necesariamente se encuentra neutralizada en un 100
%, en cuyo caso el modelo tampoco es aplicable.

Podemos concluir que el grado de cubrimiento y distribucion de huecos dejados por el lipido, asi
como posibles interacciones, principalmente de origen electrostatico, entre las especies involucradas, son
los factores principales que determinan la forma del voltagrama.

Los huecos pueden originarse al transferir el lipido, o bien después, debido a reordenamientos a
circuito abierto o bajo la accion del campo eléctrico aplicado al realizar la medida.
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5.3 Efecto de cuatro Capas delL |p|do sobre la Respuesta
Voltamétrica de Fe(CN)s>/ Fe(CN)s".

Resumen

En este capitulo se muestran los voltagramas de Fe(CN),>/ Fe(CN)s*" sobre
electrodos cubiertos por 4 capas de cada lipido, asi como el efecto del ion Ca>". Por
otro lado se comparan los resultados experimentales con perfiles corriente-potencial
teoricos calculados utilizando el modelo propuesto por Matsuda.

La dependencia de la respuesta electroquimica en presencia y ausencia de
CaCl, se relaciona con el comportamiento de interfase de cada lipido. Cada
voltagrama resultante se compara con voltagramas teoricos.

5.3.I. Correlacioén entre los Voltagramas de Fe(CN)s’/ Fe(CN)s" en Ausencia
de Ca®"y las Isotermas sobre una solucién de K3Fe(CN)¢+NaNO;.

A pesar de todas las desventajas e inconvenientes de la cupla Fe(CN)¢/ Fe(CN)s" (no es
rapida, depende del estado superficial del electrodo y de la composicion idnica de la solucion, etc), si
se quiere comparar los resultados encontrados para la cupla catiénica Ru(NH;)**/ Ru(NH;)*" con la
cupla anidnica Fe(CN)s"/ Fe(CN)¢" es necesario analizar los voltagramas de esta cupla sobre

electrodos cubiertos por 4 capas de cada lipido
En la figura 5.20 se muestra la respuesta electroquimica de Fe(CN)q>/ Fe(CN)s* sobre electrodos
modificados por 4 capas de cada lipido, siempre en comparacion con el voltagrama en ausencia de lipido
respectivo. Las observaciones mas destacables de estos voltagramas se resumen como sigue:
- En todos los casos se observa una disminucion en corriente y un aumento en la diferencia de
potencial de pico. Estos cambios dependen de la naturaleza del lipido que recubre el electrodo.
- El efecto bloqueante es maximo cuando galcer recubre el electrodo. De hecho, casi no se
observa corriente en el perfil voltamétrico.

En la figura 5.20 se observa que, en contraste con el efecto provocado por dmpc sobre la
transferencia de carga de la cupla Ru(NH;)s’"/ Ru(NH;)s>', el voltagrama de Fe(CN)s"/ Fe(CN)g"
muestra marcados cambios. Al comparar el perfil experimental con perfiles tedricos, no se encuentra
un buen ajuste utilizando el modelo simple de Matsuda, indicando que el mecanismo de transferencia
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de carga no es tan sencillo en este caso. Esto es esperable, considerando que esta cupla es altamente

dependiente de las condiciones superficiales, inclusive sobre electrodos limpios [88].

104 104
®1 — 5 Fig.5.20.
RN Perfiles corriente-potencial de
< ° ,
2| ° Fe(CN)/  Fe(CN)*  sobre
R 5 electrodos recién pulidos (—), y
104 sobre electrodos cubiertos por 4
a)| 101 b)| capas de cada lipido ( ).
1 05 00 05 10 05 00 05 10 Composicion de la solucion:
" 20 Fe(CN)s/ Fe(CN),"™ 1 mM +
1 NaNO; 20 mM.
10 104 \ Lipido que recubre el electrodo:
o] A dmpc (a), sphm (b), galcer (c) y
< T 01 ’J — sul (d). Velocidad de barrido:
= 104 — 0,100 Vs
-20+ 0 \
c) d)
-30 ‘ ; ; ; 20— ; ; ; ;
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
E/V E/V

Por otro lado, casi no se observa corriente en los perfiles corriente-potencial cuando el electrodo
se encuentra cubierto por 4 capas de galcer.

Al igual que para la cupla catidnica, el efecto producido por sphm es intermedio entre dmpc y
galcer. Tampoco en este caso se encuentra un buen ajuste entre el perfil experimental y el tedrico.

En el caso de sul, al tener este lipido carga de igual signo que el ion electroactivo, se generaran
interacciones repulsivas entre ambas moléculas. Sin embargo, el lipido provoca un efecto intermedio
entre sphm y dmpc. Por otro lado, la sefial no es reproducible y ademas presenta un pico simétrico
solapado a la corriente faradaica de la reaccion redox. Esto también se observo en el caso de la cupla
Ru(NH;)s*"/ Ru(NH3)s>" cuando sul recubre el electrodo, por lo que no parece depender de la reaccidén
redox. Este proceso se estudiard mas detalladamente en el Capitulo 5.4.

1 10

A) B) a) b)
T “o
D L 08 °
Eos Ng o
— T 2 064
- < £
‘ : : ‘ ‘ =)
dmpc  sphm galcer  sul dmpc sphm galcer  sul 0,4+
C) o

< _200

R
0.2- \

D)
O
1200 00 T T T T T T T T T
50 100 150 200 250
K /mNm*

dmpc sphm galcer  sul dmpc sphm galcer  sul

K /mNm

Fig. 5.21. a) Efecto del lipido en la respuesta electroquimica y pardmetros de la isoterma. Composicion de
la solucion: K;Fe(CN)s 1 mM + NaNO; 20 mM. Parametros: A) Corriente de pico (o maxima)
normalizada por el valor del voltagrama en ausencia de lipido. B) Area molecular promedio a 40 mN m'.
C) Momento dipolar perpendicular a la interfase a 40 mN m™. D) Factor de compresibilidad a la presion
de transferencia (40 mN m™). b) imm como funcién del factor de compresibilidad de la monocapa a 40
mN m™'. Composicion de la subfase o celda electroquimica: KsFe(CN)s 1 mM + NaNO; 20 mM. Lipido

loa que recubre el electrodo: galcer, dmpc y sphm (0); sul (¢).
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Como para Ru(NH;),*"/ Ru(NH;)s>", la respuesta electroquimica de Fe(CN)g/ Fe(CN)¢" se
analiza en funcion de los parametros que caracterizan el comportamiento de interfase del lipido (figura
5.21a). Como en el caso anterior, el tnico parametro que justifica el efecto provocado por el lipido en
la respuesta electroquimica de Fe(CN)q>/ Fe(CN)s" es el factor de compresibilidad, el cual disminuye a
medida que la corriente normalizada aumenta. Esto se evidencia mas claramente en la figura 5.21b, en
donde se grafica i,om como funcion de K.

5.3.II. Correlacion entre los Voltagramas de Fe(CN)s"/ Fe(CN)s" en Presencia
de Ca®"y las Isotermas sobre una solucién de K;Fe(CN)¢+NaNO; + Ca*".

Como era esperable, en todos los casos el Ca®" disminuye el bloqueo producido por el lipido en la
respuesta electroquimica de esta cupla redox. Esto puede tener dos fuentes:
- El proceso de transferencia de carga en si se ve afectado, como se explicod en el Capitulo 3.
- Este ion, a su vez, afecta el comportamiento de interfase de sul, sphm y dmpc, no asi de galcer
(ver Seccidn 5.1).
La figura 5.22 muestra los perfiles voltamétricos de esta cupla sobre electrodos cubiertos por 4
capas de cada lipido en presencia de CaCl,. Los voltagramas en ausencia del cation se encuentran en el
mismo grafico a fin de poder compararlos.

» 10 Fig.5.22. Perfiles corriente-
104 potencial de Fe(CN)g/
N * Fe(CN)s" sobre electrodos
e i e cubiertos por 4 capas de cada
< o . // ° g ‘:j/ lipido. Composicion de la
e (,\J / I solucion: Fe(CN)q*/ Fe(CN)s"
1 mM + NaNO; 20 mM (—).
17 a)| 191 b)| Fe(CN)$/ Fe(CN)" | mM +
-15 ‘ ‘ ‘ w w w NaNO; 20 mM + CaCl, 0,3
-0,5 0,0 0,5 1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
10 mM ().
] Lipido que recubre el electrodo:
10
,/\ dmpc (a), sphm (b), galcer (c) y
ol e - sul (d). Velocidad de barrido:
< /’ ° - 0,100 V's™.
= —
_10,
c) d)
; ; ; ; 20— ; ; ; ;
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
E/V E/V

Como se dijo en el capitulo 5.2, el ion Ca*" se une al grupo fosfato del grupo polar de dmpc y
sphm, impartiéndoles cargas positivas [55]. Esto genera interacciones atractivas entre el ion electroactivo
y las capas de lipido, favoreciendo al proceso de transferencia de carga. Por otro lado, en el caso de
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dmpc, ocurre un cambio de fase a las presiones de trabajo cuando se encuentran presentes el cation Ca*”
y el anién Fe(CN),” en la celda electroquimica, explicando, al igual que cuando una capa recubre el
electrodo (Capitulo 5.1) el gran aumento en la reversibilidad del proceso de transferencia de carga
(figura 5.22a).

Para galcer no deberia observarse cambios en el voltagrama ya que la estructura interfacial no se
ve modificada por la presencia del cation. Por lo tanto, las diferencias observadas (figura 5.22c) sélo
pueden explicarse considerando el aumento en la velocidad del proceso de transferencia de carga en si,
presente aiin en ausencia de las capas de lipido. Si bien no se pueden obtener buenos ajustes comparando
los voltagramas experimentales con perfiles teoricos calculados utilizando el modelo de Matsuda, este
modelo predice que para un cubrimiento y separacion de zonas activas fijo, al aumentar k°, en el
voltagrama aumentan las corrientes de pico y disminuye la diferencia de potencial de pico tal como
ocurre experimentalmente. En la figura 5.23 se muestran voltagramas experimentales (5.23b) y tedricos
calculados mediante el modelo de Matsuda utilizando diferentes K% el intervalo en el cual varia este
parametro es el intervalo de valores de k° encontrados experimentalmente para diferentes
concentraciones de Ca®" presentes en solucion (ver figura 3.4).

Fig. 5.23. Perfiles corriente-potencial teoricos

104 (a) y experimentales (b).
a) El calculo del voltagrama se realizé mediante

el modelo de Matsuda con los siguientes

parametros de simulacion:

Coeficiente de transferencia de carga: 0,5;

Coeficiente de difusion de la especie oxidada =

Coeficiente de difusion de la especie reducida:

7 10° cm? s™'; Cubrimiento: 0,90; b: 3 107 cm;

Velocidad de barrido: 0,100 V s

La flecha muestra el aumento en K.

b) Reaccion de oxido-reduccion de Fe(CN)g'/

Fe(CN)s" sobre electrodos cubiertos por 4
capas de galcer para diferentes concentraciones

— de CaCl,. Electrolito soporte: NaNOz; 20 mM.

08 -06 -04 02 OE/VO’Z 04 06 08 10 Taflecha muestra el aumento en CaCl,.

Es interesante analizar el caso particular de sul, en el que sélo se observa una disminucién en la
diferencia del potencial de pico, sin un correspondiente aumento en corriente. Se puede concluir que el
efecto bloqueante del lipido atn se conserva cuando las cargas negativas quedan anuladas por union del
lipido aniénico con el cation Ca™".

En ninguno de los casos es posible encontrar un buen ajuste entre voltagramas teodricos y
experimentales, salvo en la respuesta de Fe(CN)g*/Fe(CN)s" sobre electrodos cubiertos por dmpc, en
exceso de Ca””. En este wltimo caso se logra una buena comparacion utilizando el método de Nicholson
para calcular los voltagramas teoricos, lo cual indica que cuando la reaccion de transferencia de carga es
suficientemente rapida, la presencia de este lipido no es detectada mediante esta técnica a las velocidades
de barrido empleadas, asi como se encontrd para Ru(NH3)s*/ Ru(NH;)s™ .
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Para realizar un analisis mas detallado, comparando voltagramas experimentales con tedricos
calculados utilizando modelos sencillos, es necesario utilizar una reacciéon redox sencilla. En este
sentido, la muy usada cupla Fe(CN)s*/Fe(CN)¢" no es una buena eleccion. Las desventajas de esta cupla
son salvadas utilizando la cupla Ru(NH3)62+/ Ru(NH3)63+.
Cuando se transfieren 4 capas de lipido, el bloqueo del electrodo es mayor que con so6lo una capa
y la respuesta voltamétrica de la cupla redox depende principalmente del factor de compresibilidad de la
monocapa en la interfase solucion acuosa-aire. Este comportamiento es diferente al observado cuando
solo una capa de lipido recubre el electrodo, tal vez debido a que en esa situacion el cubrimiento es
demasiado bajo.
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5.4 Comportamiento de Sulfatido en Ausencia de
Moléculas con Actividad Redox en Solucion.

Resumen

En este Capitulo se muestra el andlisis de voltagramas de carbono vitreo
cubierto por capas de sul en medios de distinta fuerza idnica dada por el agregado de
diferentes iones.

Por otro lado, se realizaron experimentos modificando la velocidad de barrido
y se analizo la dependencia de las corrientes de pico con este parametro para analizar
si el proceso observado se debe a una reaccion faradaica reversible de la especie
adsorbida.

Se concluye que este proceso se corresponde mas que con una reaccion
faradaica del lipido, con una reestructuracion de la pelicula causada por el potencial
aplicado, la cual produce un pico de corriente capacitiva. Sin embargo, no se cuentan
con suficientes evidencias como para descartar la primer hipotesis.

Como ya se indico en los Capitulos 5.2 y 5.3, cuando se transfieren 4 capas de sul al electrodo
de carbono vitreo no so6lo se observa el pico de corriente faradaica caracteristico de las reacciones de
oxido reduccion de Ru(NH;)s""/ Ru(NH;)s™" y Fe(CN)s"/ Fe(CN)¢" sino que también se observa un
hombro alrededor de -0,5 V. En la figura 5.24 se muestra como ejemplo las respuestas electroquimicas
de Fe(CN)¢"/ Fe(CN)s"y Ru(NH;)¢ "/ Ru(NH;)s>" sobre electrodos modificados por 4 capas de sul
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Fig. 5.24. Perfiles corriente-
104 potencial para las reacciones
< redox Fe(CN)s*/ Fe(CN)¢" (----)
3 y Ru(NH;)s™"/ Ru(NH)¢"" (—)
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Para analizar el comportamiento de este hombro, se registraron voltagramas en soluciones que
solo contenian un electrolito inerte, es decir, en ausencia de cuplas redox en solucion. Asi, se encontrd
que aparece aun en ausencia de la cupla redox, y que crece con el tiempo a circuito abierto, hasta llegar a
un estado estacionario (figura 5.25).

10

Fig. 5.25. Perfiles corriente-potencial
sobre electrodos de carbono vitreo
limpio (linea continua) y cubiertos por 4
capas de sul. Electrolito soporte: KCI 5
mM. Tiempo desde que el electrodo fue
sumergido en la solucion: 20 (----) y 80
([ minutos. La solucién se encuentra
desoxigenada  mediante  burbujeo
continuo de N, . Velocidad de barrido:
0,100 Vs,

-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4

Se realizaron medidas utilizando diferentes iones como electrolito soporte, y este pico siempre
estuvo presente, indicando que se debe a alglin proceso del mismo lipido.

Para analizar sus caracteristicas electroquimicas se modificé la velocidad de barrido y se
midieron las corrientes de pico asi como la cantidad de carga que circula por el sistema para cada pico.

La cantidad de carga se calculo como la integral del grafico de corriente versus potencial
dividido por la velocidad de barrido, tomando como linea de base para la integral el voltagrama medido
en iguales condiciones pero en ausencia de lipido. Estos parametros se grafican en las figuras 5.26 y 5.27
como funcidn de la velocidad de barrido v o de V2.
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Fig. 5.26. Corrientes de pico de los procesos anodico (@ ) y catodico (A ) en funcion de la raiz cuadrada de la
velocidad de barrido (a) y de la velocidad de barrido (b).
Electrodo de carbono vitreo cubierto por 4 capas de sul, solucion electrolitica: NaNO; 20 mM.

La figura 5.26 muestra que tanto la corriente de pico anddica como la catdédica no siguen un
comportamiento lineal con v ni con v. No obstante, otros parametros indican que podria tratarse de un
proceso redox asociado a la especie adsorbida.

Por un lado, la forma simétrica del pico indica que no se trata de un proceso difusional [108].
Ademas, la constancia de la carga con Vv, y la diferencia de potencial de picos anddico y catddico (AE)
proximo a cero y poco dependiente de v son también indicios de un proceso redox asociado a especies
adsorbidas (ver figura 5.27).
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Fig. 5.27. a) Valor absoluto de la carga que circula por el sistema debido a este proceso en funcion de
la velocidad de barrido. Proceso anédico (A ), proceso catddico (), carga promedio (0): (4 = 1) 107
C para el proceso anodico y (4,3 + 0,6) 107 C para el proceso catodico. b) Diferencia de potencial de
picos anddico y catodico en funcion de la velocidad de barrido.
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Para tener la certeza sobre qué parte de la molécula es la responsable de este proceso, se
realizaron experimentos similares a los anteriores transfiriendo capas de galcer al electrodo, ya que esta
molécula so6lo se diferencia de sul en que no posee el grupo SO;™ en la galactosa. La figura 5.28 muestra
que en iguales condiciones, galcer no presenta picos correspondientes a este proceso, por lo que el
mismo debe estar relacionado con la presencia del grupo SO;™ en sul. Es decir, la presencia del grupo
SO; es imprescindible para que este proceso ocurra.

-0,08

Fig. 5.28. Perfiles corriente-potencial sobre
-0,044 o, electrodos de carbono vitreo limpio cubiertos
Pt TR, por 4 capas de sul (---) y por 4 capas de galcer

W
0,00 ,-"H r-- -;l ) .
) et Ambos voltagramas fueron registrados luego de
: e un tiempo, cuando los sistemas se encuentran en
| oere estado estacionario.
v N Electrolito soporte: KCl 5 mM, v: 0,100 V s

0,08 T T
-1,0 -0,5 0,0 0,5

i/ pA

0,044

Como no se observa este pico en galcer, y para tener la certeza de que el lipido no se encuentre
dafiado, se realizo un control con cromatografia en placa fina (de silica gel sobre aluminio, Merck)
utilizando como fase movil una mezcla de cloroformo:metanol:amoniaco (65:30:5), ya que si bien la
isoterma de la solucion de lipido en uso no se diferencia de las de sul iniciales ni de las de bibliografia,
puede que este método no lo detecte. En la cromatografia aparecen los picos de las dos especies de sul
presentes en la mezcla utilizada, un 62% corresponde a la especie hidroxilada y un 30% a la no
hidroxilada. También hay un 1,5 % de galcer, ain proveniente de la mezcla original que no pudo ser
separado durante el proceso de purificacion de sul y un 8% restante cuyo origen se desconoce. Es decir
que un 92% corresponde con certeza a sul sin dafiar.

Para analizar la dependencia con la cantidad de lipido transferido al electrodo se realizaron
experimentos similares con electrodos cubiertos por 2 y 4 capas de lipido. En la figura 5.29 se muestran
los voltagramas correspondientes, los cuales indican que el proceso es dependiente de la cantidad de sul
presente. El segundo pico que se observa a potenciales mas catdédicos corresponde a la reduccion del O,
disuelto en la solucidn, a pesar de purgar mediante burbujeo de N,. Este proceso es faradaico, y por tanto
se ve bloqueado por la presencia del lipido al igual que las cuplas redox empleadas en los Capitulos 5.1-

10 5.3 (Fe(CN)s"/ Fe(CN)g"
N y Ru(NH;)s’*/
' 2+

Fig. 5.29. Perfiles corriente- Ru(NH;)s™), por lo que
<" potencial sobre electrodos de es esperable que este
=05 carbono vitreo limpio cubiertos pico disminuya  al

por 2 (—) y por 4 (----) capas de .
1,04 sul. Electrolito soporte: NaNO; aumentar la cantidad de
20 mM. lipido sobre el electrodo,
57 Velocidad de barrido: 0,100 Vs'.  .omo  de hecho  se
AT 92 1z oo o2 o observa en la figura 5.29.
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Sin embargo, el proceso correspondiente a los picos de sul no es reproducible, por lo que no es
posible comparar resultados de dos dias diferentes. A su vez, se observa que depende de la concentracion
de sal en la celda electroquimica, sin depender de la naturaleza del cation que forme la soluciéon. En la
figura 5.30a se muestran como ejemplo voltagramas en KCl 5 mM con diferentes agregados de CsCl,
observandose una paulatina disminucion en la corriente de pico hasta desaparecer completamente. Esto
mismo se observo con LiCl, KCl y NaCl, lo cual se muestra en la figura 5.30b en donde se grafica la
corriente de pico normalizada por la corriente en ausencia de agregado de sal (voltagrama en KCI SmM).

30 15
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-1,0 -0,5 0,0 0,5 0.0 : : : . . .
E/V 0 50 100 1&}1 200 250

Fig. 5.30. a) Perfiles corriente-potencial sobre electrodos de carbono vitreo limpio cubiertos por 4 capas de sul
Composicion de la celda electroquimica: KCI 5 mM (—) y KCl 5 mM + CsCl 0,5 mM (----), 2.6 mM (I y 14
mM (-E0L Velocidad de barrido: 1,000 Vs™.

b) Cociente de la corriente de pico catddico del proceso sobre la misma corriente del voltagrama en KCl 5 mM.
Electrodos cubiertos por 2 capas de sul en funcion de la concentracion de sal agregada. Sal agregada: CsCl (o),
KCI (), LiCl (0), NaCl (m). Electrodo cubierto por 4 capas de sul en funcién de la concentracion de CsCl (¢).

Las reacciones de reduccion conocidas para el acido sulfonico y sus derivados son reacciones
irreversibles en las que la molécula se rompe. Por ejemplo, en ciertas condiciones puede ocurrir la
siguiente reaccion:

ArOSO;sK" . ArH, perdiéndose el grupo sulfoxido [109].

Por otro lado, una molécula de la forma RSH puede oxidarse a RSO;H en un medio de HNO; u otro
agente oxidante [110].

Es dificil asociar una de estas dos reacciones al proceso observado, dado que por sus
caracteristicas deberia corresponder a una reaccion reversible. No se encontraron en literatura reacciones
reversibles en las que pueda participar sul. Por otro lado, si se tratara de un proceso faradaico, no es
comprensible su dependencia con la fuerza idnica.

También se observan picos de corriente cuando existe un reordenamiento cooperativo de las
moléculas que forman la pelicula sobre el electrodo, ya que esto genera cambios en la capacidad del
sistema dando origen a cambios bruscos en la corriente capacitiva [22,25,111,112]. Estos procesos son
complejos y altamente dependientes de la fuerza i6nica, mas atn teniendo en cuenta que se trata de un
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5.4. Comportamiento de Sulfatido en Ausencia de Moléculas con Actividad Redox en Solucion.

lipido cargado. Lamentablemente, al ser tan baja la capacidad inicial del electrodo, no es posible realizar
un analisis mas profundo utilizando espectroscopia de impedancia electroquimica.

Concluimos que el proceso observado es de naturaleza altamente compleja y que parece tratarse
de un cambio cooperativo en la orientacion de las moléculas sobre el electrodo debido al campo
aplicado.
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5.5 Efecto de cuatro Capas de Lipido sobre la Respuesta
Voltamétrica de FEEDTAY/ FEEDTAZ y Cu(NH3).**/
CU(NH3)21+.

Resumen

Para conocer la dependencia del efecto provocado por el lipido sobre la
respuesta voltamétrica de la reaccion redox con la naturaleza de dicha reaccion, se
analizaron otras dos cuplas redox. Ellas fueron seleccionadas teniendo en cuenta que
tanto |a especie oxidada como la reducida sean solublesy que el pH de trabajo no sea
extremo.

Se utilizo la reaccién de transferencia de carga del complejo formado por el
ligando EDTA y Fe*. La cupla FEEDTA"/ FEEDTA® se corresponde con una
reaccion relativamente lenta, aunque més répida que Fe(CN)e*/ Fe(CN)s", y también
anionica.

La segunda cupla analizada fue Cu(NH3),*/ Cu(NHs),™, la cual es méas
répida, aunque no tanto como Ru(NHa)e*/ Ru(NHg)e>', y a igual que esta Gltima, es
cationica.

Ambas cuplas tienen una dependencia complicada con la concentracion de
Ca™ presente en solucion (ver Capitulo 3), por |0 que no se analizard el efecto de este
ion en este caso.

Se midieron las respuestas voltamétricas de estas dos reacciones redox, Cu(NHz)./
Cu(NH,),"" y FEEDTA"'/ FEEDTA?, sobre electrodos cubiertos por 4 capas de cada lipido. En las
figuras 5.31 y 5.32 se muestran |os resultados encontrados para cada reaccion.
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5.5 Efecto de cuatro Capas de Lipido sobre la Respuesta Voltamétrica de FEEDTAY/ FEEDTA? y Cu(NH3),2*/ Cu(NH3),**
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Fig. 5.31. Perfiles
corriente-potencial para
Cu(NH3) 42" /Cu(NH3),™
sobre electrodos limpios
(—) y cubiertos por 4
capas de cadalipido (----).
Composicion de la
solucién: Cu(NOs), 1 mM
en buffer de NH,"/NH; y
NaNO3; 20 mM, pH = 9.
Cada €electrodo esta
cubierto por: dmpc (@),
sphm (b), sul (c) y galcer
(d). Velocidad de barrido:
0,100V s™.

Fig. 5.32. Perfiles
corriente-potencial  para
Fe(EDTA)/Fe(EDTA)*
sobre electrodos limpios
(—) y cubiertos por 4
capas de cadalipido

().
Composicion  de la
solucién:  Fe(NOz); 1

mM, EDTA 10 mM y
NaNO3; 20 mM, pH= 3.
Cada electrodo esté
cubierto por: dmpc (@),
sphm (b), sul (c) y galcer
(d. Velocidad de
barrido: 0,100V s™.
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Para la cupla Cu(NHs),2*/Cu(NH,),"* (figura 5.31), se observa que todos los lipidos producen
un bloqueo en la corriente. Los efectos producidos por dmpc, sphm y sul (figura 5.31 a, b y c) son
similares, y mucho menores a producido por galcer (figura5.31 c).

En el caso de la cupla anidnica FEEDTA"/ FEEDTAZ, también se observa una disminucion en
corriente en todos los casos (figura 5.32). Para esta reacciéon redox el efecto es mayor que para
Cu(NH5),**/Cu(NHs),™" y més dependiente de la naturaleza del lipido que recubre e electrodo. La
disminucion en corriente sigue €l orden: galcer > sul > sphm > dmpc. En el caso de galcer (figura
5.32d), lacorriente casi se anula completamente.

La figura 5.33 muestra graficos de barra de cada pardmetro electroquimico (inom) Y NO
electroquimico (Am, K, Hp ) que caracterizan cada sistema

En lafigura 5.33 se evidencia que, asi como en los casos anteriores (Capitulos 5.2 y 5.3), tanto
el area molecular promedio como e momento dipolar a la presion de transferencia, no explican la
tendencia en inom Observada en el voltagrama. El factor de compresibilidad K, por otro lado,, sigue €
orden: galcer > sphm [ sul > dmpc. Este orden es el mismo para ambas cuplas redox, y sigue ademés
el orden inverso que inom.

1,0 75

% o

norm

-

50 dmpc sphm galcer 200 dmpc sphm galcer sul
Q) D)
O 5004 ~ 200+
e (S
p E
= 2501 ~100 % %
4
; L

dmpc sphm galcer  sul dmpc sphm galcer

Fig. 5.33. a) Efecto del lipido en la respuesta electroquimica'y parametros de laisoterma. Composicién de
la solucién: Cu(NOs), 1 mM en buffer de NH,/NH5; + NaNO; 20 mM (lineas oblicuas) y Fe(NO3) 1 mM +
EDTA 10 mM + NaNO; 20 mM (negro).

Parémetros:

A) Corriente de pico (0 maxima) normalizada por €l valor del voltagrama en ausencia de lipido.

B) Areamolecular promedio ala presién de transferencia (40 mN m™).

C) Momento dipolar perpendicular alainterfase ala presion de transferencia (40 mN m™).

D) Factor de compresibilidad ala presion de transferencia (40 mN m™).
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En la figura 5.34 se grafica inom como funcién de k. El grafico muestra claramente que a
medida que kK aumenta, |, disminuye, especialmente en el caso de lipidos neutros.

El lipido cargado, sul, se aparta de la tendencia general, pero mucho menos que para las otras
cuplas redox analizadas anteriormente. De |as cuatro cuplas empleadas en la presente tesis estas dos son
las que poseen menor carga. Considerando que la carga debe jugar un rol importante en e efecto
producido por el lipido, es|égico que paralas cuplas de menor cargael comportamiento de este lipido se
aleje menos de la tendencia marcada paralos lipidos neutros.
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A

(circulos) y Fe(NO3) 1 mM +
EDTA 10 mM + NaNO; 20 mM
(tridngulos).

A Simbolos abiertos: galcer, dmpc
y sphm. Simbolos negros: sul.
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Podemos concluir entonces que € parametro de la pelicula de lipido que més influye en €
efecto que la misma produciré sobre la respuesta voltamétrica de una reaccion de transferencia de carga
es el factor de compresibilidad, paralas cuatro cuplas redox analizadas.

Por otro lado, €l efecto producido por €l lipido bajo las condiciones experimental es empleadas
es mayor para Fe(CN)s>/ Fe(CN)s* y para FeEEDTAY/ FEEDTA?, ambas aniodnicas y a su vez las més
lentas. En general, €l orden de bloqueo en la respuesta electroquimica de los lipidos neutros es:
Fe(CN)e®/ Fe(CN)s* > FEEDTAY/ FEEDTA? > Cu(NHz)4*"/ Cu(NHz),™" > Ru(NHz)e>/ Ru(NHz)e".
Este es el orden inverso a que sigue la constante de velocidad del proceso de transferencia de carga de
las cuplas, por lo tanto, podemos concluir que, bajo estas condiciones experimental es, las reacciones de
transferencia de carga lentas son mas sensibles ala presenciadel lipido que las rapidas.
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Capitulo 6: Resultados Obtenidos por Microscopia
de Epifluorescencia.

Resumen

En este Capitulo se intentd emplear esta técnica para analizar la coexistencia
de fases 0 zonas con ausencia de lipido sobre € electrodo. Para ello se transfirieron
capas de lipido mezcladas con marcadores de fluorescencia.

Esto se hizo para capas de galcer ya que resultaron ser las mas compactas
sobre el electrodo y porque se conocen los valores de cubrimiento y distribucién de
huecos de este lipido sobre el electrodo (Capitulo 5.2). Considerando el modelo de
Matsuda et al. [81-82], los tamafios de huecos predichos mediante el gjuste de
voltagramas deberian observarse con este tipo de microscopia. Sin embargo, no es
posible encontrar zonas sin lipido mediante esta técnica. Esto puede ser explicado de
dos formas diferentes:

- En vez de existir zonas con ausencia total de lipido, existen zonas en donde la
estructura del lipido es més laxa, y es ali en donde ocurre la reaccion de
transferencia de carga.

- Los huecos se forman debido a la presencia de la solucién acuosa o del campo
aplicado durante la medida el ectroquimica.

Las capas formadas por galcer sobre carbono vitreo resultaron ser las mas compactas y de
estructura reproducible. Por ello se investigan estas peliculas con diferentes técnicas.

Utilizando microscopia de epifluorescencia es posible visualizar dominios en diferente estado
de fase en capas monodimencionales de moléculas anfipéticas. Para ello se mezcla en una peguefia
proporcién un marcador de fluorescencia en la solucion del lipido a sembrar. EI marcador debe preferir
unade las dos fases presentes en lamonocapa, de formatal que unade ellas fluoresca mas que laotray
se puedan asi diferenciar. Ya se han presentado resultados mediante ésta técnica en monocapas de
dmpc en lainterfase agua-aire y solucion acuosa-aire (Capitulo 4)

Teniendo en cuenta e gjuste tedrico de los voltagramas de Ru(NHz)s>"/ Ru(NHs)s** sobre
electrodos cubiertos por cuatro capas de galcer, este lipido deberia dejar huecos de arededor de 3 10°
um? (radio de la zona activa: 9,5 um). Este tamafio es observable por microscopia dptica si se utiliza
algin marcador que haga visible a lipido. Para ello se utilizaron marcadores de fluorescencia
anfipéticos de diferente largo de cadena hidrofébica. Se prepararon soluciones de lipidos en
cloroformo:methanol (2:1) con un 1% de marcador. Como marcador se utilizé perclorato de 1,1'-
didodecil-3,3,3',3' -tetrametilindocarbocianina (DilCy,) y perclorato de 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3'-
tetrametilindocarbocianina (Dil Cyg).
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Primero se realizaron micrografias de dmpc utilizando DilCy, como marcador, ya que este
sistema habia arrojado buenos resultados en la interfase solucién acuosa-aire. Sin embargo, una vez
transferido al electrodo, €l lipido s6lo muestra fluorescencias atas en pequefios puntos dispersosy la
mayor parte del &rea del electrodo se observa oscura, indicando ausenciatotal delipido (figura6.1). La
transferencia de capas sucesivas no aumenta la fluorescencia. En todos los casos se obtuvieron
imégenes similares, como la mostrada en la figura 6.1, indicando que este lipido tiene poca adherencia
a carbono vitreo, y que no forma multicapas. Por esta razon no se prosiguié €l andlisis de este lipido,
sin embargo este resultado estd de acuerdo con el efecto despreciable gjercido por dmpc en larespuesta
electroquimica de las dos cuplas catiénicas. No se explica, por otro lado, e gran efecto observado para
Fe(CN)s*/ Fe(CN)s", aunque s se tiene en cuenta la gran dependencia de esta cupla con e estado
superficial del electrodo, se puede considerar que € lipido en este caso actlla como s se tratara de
impureza superficial en el electrodo.

Figura 6.1. Micrografia por

epifluorescencia de carbono vitreo

al cua se le ha transferido una

monocapa de dmpc (890 pm x 700

: i pm). Las zonas oscuras indican
e = presencia de lipido.

Se continud entonces con € andlisis de electrodos cubiertos por galcer. En este caso se
encontrd que las capas si se adhieren a sustrato. Sin embargo, tanto para este lipido como para dmpc,
el borde de plastico dentro del cual € carbono vitreo se encuentra empotrado presenta una
fluorescenciamas alta que el carbono vitreo mismo. Esto no necesariamente implica que €l lipido tenga
més adherencia sobre este material ya que, a ser el carbono vitreo un material conductor, puede
producir una inhibicién de la fluorescencia de las moléculas que se encuentren cerca de la superficie
como de hecho ocurre para metales [113-115]. Teniendo esto en cuenta, solo se comparan micrografias
realizadas bajo las mismas circunstancias, y de forma cualitativa.

Se observaron electrodos cubiertos por 1, 2, 3y 4 capas de galcer en lainterfase electrodo-aire.
En todos los casos se encontrd que las capas si se adhieren al sustrato, pero de forma no homogénea
(figura 6.2). Sin embargo, no se encontraron lugares vacios de lipido, como en el caso de dmpc, sino
gue al contrario, las in-homogeneidades se deben a exceso del mismo generados durante el proceso de
transferencia. Al observar el electrodo a microscopio se encuentra que toda la superficie fluoresce,
algunas zonas méas que otras, que se corresponden con las zonas més oscuras de la figura 6.2). Por la
forma redondeada de estas zonas estimamos que se generan debido a gotas de agua ocluida que se
evapora dejando exceso de lipido en los bordes.

Por otro lado, se observa que laintensidad de fluorescencia aumenta con la cantidad de capas
transferidas, indicando que se forman multicapas (comparar figuras 6.2a-g). Esto se grafica
cuantitativamente en lafigura 6.3.

También se encontré que la heterogeneidad del film aumenta a medida que se depositan mas
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capas sobre el electrodo, lo que confirma que esto proviene de latransferenciadel lipido. Este hecho se
evidencia comparando, en la figura 6.3a, los gréaficos con distinta cantidad de capas transferidas; a
medida que aumenta la cantidad de capas, aumenta la dispersién en los valores de fluorescencia,
indicando mayor heterogeneidad.
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Figura 6.3. Valores de intensidad de micrografias por epifluorescencia de capas de galcer transferidas
sobre carbono vitreo. A menor valor de intensidad, mayor cantidad de lipido. @) Intensidad en funcion

dedistancia para 2, 3 y 4 monocapas transferidas. b) Intensidad promedio en funcion de la cantidad
de capas transferidas.
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La ausencia de zonas libres de lipido indican que el resultado obtenido mediante el gjuste de
los voltagramas utilizando el modelo de Matsuda no explica completamente el sistema bajo estudio.
Cuando €l electrodo se encuentra cubierto por 4 capas de lipido, se observan zonas que solo tienen una,
dos o tres capas de lipido, pero ninguna zona sin lipido. Esto puede ser explicado considerando que las
zonas en donde ocurre la reaccion de transferencia de carga no son zonas con una total ausencia de
lipido sino que en ellas e lipido se encuentra menos compacto y hay menos capas. Otro detalle
experimental a tener en cuenta es que las medidas electrogquimicas se realizan en lainterfase solucion
acuosa-€electrodo y aplicando un potencial eléctrico alas capas de lipido. Estas capas son rel ativamente
delgadas, por lo que si bien el potencial puede no ser ato, el gradiente de potencial que debe soportar
el lipido s lo es. Al tratarse de moléculas dipolares, es esperable que ocurra algin tipo de
reordenamiento en las capas de lipido, los cuales pueden estar generando huecos en la pelicula en los
qgue ocurre la reaccion redox. Esta hipétesis es apoyada por lo observado en las “Black Lipid
Membranes’ (BLM), que son bicapas formadas entre dos soluciones acuosas. Para estos sistemas se
observa que existe un potencial llamado “umbral” a partir del cual la membrana se rompe [116].
Fendmenos similares son también observados en la electroporacion de células, esto es un fendmeno
por e cua la membrana celular expuesta a pulsos intensos de campo eléctrico puede quedar
temporalmente desestabilizada en regiones especificas. Durante este periodo de desestabilizacion, la
membrana es altamente permeable a moléculas exdgenas presentes en el medio que rodeala célula
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Capitulo 7: Resultados Obtenidos por Microscopia
de Fuerza Atdmica.

Resumen

Como no se encontraron zonas libres de lipido utilizando Microscopia de
Epifluorescencia, se recurrié a la Microscopia de Fuerza Atomica (AFM; Atomic
Force Microscopy), la cual permite observar el sistema a una escala mas
mi croscopica.

Sin embargo, si bien es conocido que esta técnica permite un andlisis més
sencillo s se utiliza una superficie microscopicamente lisa (oro monocristalino,
grafito altamente ordenado, mica, etc) no se quiso cambiar €l sustrato utilizado ya que
seguramente la estructura de la pelicula sobre €l electrodo es altamente dependiente
del estado superficial del electrodo.

Una superficie con las caracteristicas de rugosidad como la empleada no
permite un andlisis sencillo de las micrografias. A pesar de €llo, se abtuvo el espesor
de la capa de lipido en la interfase electrodo-agua y se encontrd que € lipido, al
transferirse, sigue latopografiainicial del carbono vitreo pulido a mano.

Por ser las capas formadas por galcer las mas compactas y de estructura reproducible, fueron
investigadas empleando diferentes técnicas. En este capitulo se muestran imagenes por Microscopia de
Fuerza Atdmica (AFM, Atomic Force Microscopy) de una capa de galcer transferida a carbono vitreo.

En una primera etapa se utiliz6 esta técnica para estudiar un electrodo de carbono vitreo limpio
pulido a mano, disefiado especialmente para ser adaptado al microscopio de fuerza atdmica (ver
Capitulo 2.2). Como se esperaba, € electrodo mostré una gran rugosidad superficial. La punta
empleada demostrd gran repulsion con el carbono vitreo, por 1o que las imagenes son borrosas y con
una baja relacion sefia/ruido (figura 7.1). Al transferir la capa de galcer se observa un notorio cambio
en lainteraccion entre la puntay lamuestra. El potencial que es necesario aplicar alapunta paraque se
adhiera a la muestra y barra su topografia es mucho menor en presencia del lipido. Las micrografias
muestran una topografia similar a electrodo limpio, con las lineas de pulido claramente definidas
(figura 7.2), pero menor rugosidad comparada con €l electrodo libre de lipido; es decir que €l lipido
hace mas suave la topografia del electrodo. Se debe tener en cuenta, sin embargo, que esta
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comparacion es solo cualitativa ya que las imagenes de carbono vitreo limpio y cubierto por galcer en
ningun caso corresponden necesariamente a mismo campo del el ectrodo.

Para tener otra evidencia de que el lipido se encuentra sobre el electrodo (ademés del aumento
en la interaccion entre la punta y la muestra), se barrié una pequefia zona de la superficie a altas
velocidades y aplicando una ata fuerza a la punta. Esto generé una zona libre de lipido con la forma
del barrido, el cua se muestraen lafigura7.3. A través de este método fue posible también obtener el
espesor de lapeliculade lipido.
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Fig. 7.1. Micrografia de fuerza atoémica de Fig. 7.2. Micrografia de fuerza atémica de
carbono vitreo recién pulido (arriba). Tamario de carbono vitreo cubierto por una capa de galcer
micrografia: 8,5 X 6,5 pm. (arriba). Tamafio de micrografia: 8,5 x 6,5 um.
Topografia de la linea marcada en la micrografia Topografia de |a linea marcada en la micrografia
(abgjo). (abgjo).
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Como se puede observar en el cuadro de topologia de la linea marcada en la figura 7.3, €
espesor de la capa de galcer, considerando como linea de base el promedio de ruido y como altura
maxima el lado derecho de la figura (en el lado izquierdo se ha acumulado €l lipido que se ha quitado,
debido ala forma en que se realizo el barrido), se encuentra que la capa de lipido sumergida en agua
tiene un espesor aproximado de 6,5 nm. Esto es
un valor mucho mayor que €l espesor de una
monocapa de lipido, ya que considerando que
este lipido tiene cadenas hicrocarbonadas de
entre 18 y 24 atomos de carbonos, cada lipido
tiene un largo de arededor de 2,5-3,0 nm. Esto
estaria indicando que el lipido se transfiere
como bicapa, en vez de monocapa. Este tema se
tratara detalladamente en el Capitulo 8.

1000

Fig. 7.3. Micrografia de fuerza atdmica de
carbono vitreo cubierto por una capa de galcer, la
cual se ha quitado de una zona de 1 x 10 um
(arriba). Tamafio de micrografia: 8,5 x 6,5 um.
Topografia de la linea marcada en la micrografia
(abajo).

Figura 7.4. Imégenes por AFM de carbono vitreo
limpio (a) y de carbono vitreo cubierto por una capa de
galcer (b). Tamafio de micrografia: 500 x 500 nm.
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Utilizando esta técnica se realizaron medidas con mayor ampliacion a las mostradas. Asi,
podemos observar con un mayor aumento que la capa de lipido sigue latopografia rugosadel electrodo
pulido (figuras 7.4y 7.5).

Como conclusion, podemos decir que, debido a la rugosidad de la superficie empleada solo es
posible obtener como resultado que el lipido se transfiere siguiendo la topografia inicial del carbono
vitreo pulido amano y haciéndola menos abrupta.
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Figura 7.5. Imagenes por AFM para carbono vitreo limpio (a) y cubierto por 1 capa de galcer (b) (arriba).
Tamafio de micrografia: 2 x 2 um.
Topografia de lalinea marcada en la micrografia (abaj 0).
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Capitulo 8: Resultados Obtenidos por Elipsometria.

8.1 Interfase Electrodo-Aire.

Resumen

Este Capitulo muestra los resultados encontrados empleando elipsometria
aplicada a la interfase electrodo-aire. Estos experimentos confirmaron el valor de
espesor correspondiente a bicapa para cada capa de galcer transferida al electrodo.
También indicaron que galcer forma capas de una alta anisotropia optica (Nexraord-Nord
= 0,17), y valores que se corresponden con una pelicula muy compacta en fase
condensada, de baja hidratacion.

Estos resultados fueron hallados ajustando los valores de los éangulos
elipsométricos de cada espesor con un modelo de pelicula simple, con anisotropia
segin la direccion normal a la superficie y de propiedades dpticas homogéneas.

Las capas formadas por galcer sobre carbono vitreo resultaron ser las mas compactas y de
estructura reproducible. Por ello se investigan estas peliculas con diferentes técnicas.

Si no se conocen las propiedades Opticas de la pelicula ni su espesor, la elipsometria requiere que
se modifique alguno de estos parametros para asi tener una serie de valores de angulos elipsométricos y
poder ajustarlos empleando un modelo. Lo normal es modificar el espesor de la pelicula ya que éste es
el parametro de mayor accesibilidad experimental.

En nuestro caso, para variar el espesor se depositaron capas sucesivas de lipido, y se midieron A
y W luego de cada depdsito. Lo usual en esta técnica es graficar W en funcion de A para cada espesor, ya
que la curva descripta por de este grafico depende de n y K de la pelicula. Es esta curva la que se ajusta
con una tedrica utilizando el modelo mas indicado para el sistema bajo estudio.

Se comenzd el estudio investigando las propiedades oOpticas del sustrato, asi como su
reproducibilidad. En la figura 8.1 se muestran los valores de medidas independientes de A y W para
carbono vitreo recién pulido. Luego de una serie de 10 medidas independientes se obtuvo A = (58,5
0,4) grados y W = (16,2 £ 0,5) grados, lo que implica que las propiedades opticas del carbono vitreo son:
Nn=1,90-i0,81.

Una vez conocidas las propiedades opticas del sustrato, como criterio de superficie reproducible
se pulio el electrodo antes de cada serie de experimentos hasta que W y A caigan dentro del intervalo
indicado.
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En la figura 8.2 se muestran los valores de tres medidas independientes de A y W para diferente
cantidad de capas de galcer transferidas a carbono vitreo. El lipido se transfirié con el método usado

hasta ahora, a 40 mN m™.

18

22N
3 %)
% 16 - (@]
= -

2 W S
> —
(@)

Fig. 8.1 ~

i & % % % >

A/ grados
Figos elipsométricos para carbono vitreo

limpio recién pulido.

Fig. 8.2. Angulos elipsométricos para diferente
cantidad de capas de galcer transferidas sobre
carbono vitreo a 40 mN m™.
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Al ajustar los datos de la figura 8.2 con un modelo de pelicula simple, homogénea y de
propiedades Opticas anisotropicas se obtiene un indice de refraccion de 1,53 en la direccion paralela al
sustrato y de 1,68 en la direccion perpendicular al sustrato. Al ser la pelicula transparente, su coeficiente
de extincion es nulo. El espesor encontrado para cada punto de la figura 8.2 se grafica en la figura 8.3 en

funcion de la cantidad de capas transferidas.
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Fig.8.3. Espesor de la pelicula luego
de cada transferencia en funcion de la
cantidad de capas transferidas. Los
valores de espesor se obtuvieron del
ajuste de los datos de la figura 8.2. La
linea continua es la regresion lineal
por cuadrados minimos de cada serie
de datos. Los circulos arrojan una
pendiente de (6,0 = 0,1) nm, los
triangulos de (5,46 £ 0,08) nm.
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La variacion de espesor mostrado en la figura 8.3, asi como el buen ajuste encontrado utilizando
este modelo, indican que el lipido forma multicapas con propiedades homogéneas. Es decir que las capas
sucesivas tienen propiedades similares entre ellas, exceptuando tal vez a la primera, la cual no produce
tan buenos ajustes en todos los casos (datos no mostrados). Esto ultimo es esperable ya que la superficie
a la cual se adhiere esta capa es diferente a las superficies a las que se adhieren las capas subsiguientes.

La pendiente de los graficos de la figura 8.3, calculada por medio de cuadrados minimos sera
tomada como valor mas probable del espesor de cada capa transferida. Los valores de espesor
encontrados son de (6,0 £ 0,1) nm y de (5,46 + 0,08) nm, considerando dos medidas independientes. Este espesor
es similar al hallado previamente por AFM (Capitulo 7), y se corresponde con una bicapa de lipido.

El método de transferencia empleado produce, en teoria, monocapas de lipido sobre el soporte solido. Se
han informado casos en los que se formaron capas multimoleculares en algunas zonas del soporte [58], debido al

menisco formado cuando se separan el soporte y la monocapa. Esto se esquematiza en la figura 8.4.

Fig. 8.4. Esquema del proceso de transferencia de una capa de lipido a un soporte sélido segun el método de
contacto. En (1) el soporte es contactado con la monocapa de Langmuir. Luego de un cierto tiempo el soporte se
comienza a levantar (2), formandose un menisco, hasta que en (3) el menisco se rompe, dejando una gota de
subfase sobre el electrodo, la cual podria estar recubierta de lipido. Al evaporarse la gota, el soporte queda
cubierto de una bicapa lipidica (4).

Por esto se modificéd el método de transferencia. Como siempre, se contactaron la monocapa y el
electrodo durante 30 segundos, y luego, en vez de levantar el electrodo, se bajo en direccion a la subfase,
luego se limpio la interfase y recién en este momento se levantd el electrodo. Este proceso se
esquematiza en la figura 8.5. Se esperaba que mediante este método o bien se transfiera una monocapa
de lipido, o bien no se transfiera nada, ya que la capa adherida durante el lapso de contacto se perderia
cuando se levante el electrodo.
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Fig. 8.5. Esquema del proceso de transferencia de una capa de lipido a un soporte sélido segun el método de
contacto modificado. En (1) el soporte es contactado con la monocapa de Langmuir, al igual que en la figura 8.4.
Luego de un cierto tiempo, en vez de levantar el soporte se lo baja hacia la subfase (2), luego se limpia la
interfase empleando una pipeta pasteur conectada a una bomba de vacio (3). Recién cuando se considera que la
interfase estd limpia se levanta el electrodo (4). Los resultados esperados mediante este método son: una
monocapa sobre el soporte (5a) o que el soporte quede limpio (5b) y que el lipido vuelva a la interfase ya que la
misma se encuentra libre de lipido.

Utilizando este método de transferencia, se midieron los angulos elipsométricos luego de cada
capa de lipido transferido, para poder asi ajustar los datos experimentales con el modelo y obtener los
valores de espesor de cada capa. De esta forma se obtienen los espesores indicados en la figura 8.6, los
cuales arrojan una pendiente de (5,7 £ 0,2) nm. Esto indica que aun limpiando la interfase antes de
levantar el electrodo, se transfieren bicapas de lipido, por lo que la fomacion de la bicapa es previa a la
de la gota esquematizada en la figura 8.4.
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Otra razon por la que se pueden formar bicapas sobre el electrodo es que, a pesar de que a la
presion de transferencia el lipido atin no ha colapsado, se trabaja a presiones cercanas a la de colapso. Es
posible entonces, que el contacto de la monocapa con el electrodo perturbe a la monocapa de tal forma
de hacerla colapsar. Poco se sabe del proceso de colapso, pero se propone formacion de multicapas, asi
como escape del lipido hacia la subfase [57]. Por ésto se realizaron experimentos similares a los
anteriores pero a diferentes presiones de transferencia. En la figura 8.7 se muestran experimentos
independientes a diferentes presiones laterales de transferencia.
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Fig. 8.7. Angulos elipsométricos para diferente cantidad de Fig. 8.8. Variacion del espesor en
capas de galcer transferidas sobre carbono vitreo a diferentes funcion de la cantidad de capas
presiones laterales: 40 mN m™ (O y 0), 35 mN m™ (A), 30 transferidas para los datos mostrados
mN m” (m), 10 mN m” (A) y 5 mN m" (e).Los circulos en la figura 8.7.

abiertos corresponden a los datos de la figura 8.6.
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Como se observa en las figuras 8.7 y 8.8, no existen diferencias sustanciales entre los
experimentos realizados a diferentes presiones laterales de transferencia, exceptuando los datos a 5 mN
m™. En este caso particular, no siempre se observan cambios en los angulos elipsométricos luego de cada
transferencia. Si consideramos que la falta de cambio en los angulos se debe a que el lipido no se ha
adherido al electrodo, y graficamos el espesor en funcion de la cantidad de capas real sobre el electrodo,
tampoco para esta presion lateral se diferencian las rectas de espesor de la figura 8.8. Este procedimiento
es validado por lo reportado en bibliografia, ya que se conoce que este método de transferencia es mas
reproducible y de mejor calidad mientras mas compacta sea la monocapa de Langmuir [57]. Al ajustar
con cuadrados minimos las rectas de la figura 8.8 se encuentra el espesor de cada capa para cada caso en
particular. En la figura 8.9 se muestran los valores de espesor como funcion de la presion de

transferencia.

7

6 -
S . :
c Fig. 8.9. Dependencia del espesor de
-~ O @—O cada capa de lipido con la presion
B 57 lateral a la que fue transferida.
0
)
o
8a4{ O

3 T T T T T T T T

0 10 20 30 40

n/ mNm*

Asi, podemos ver que el espesor de cada capa de lipido no depende de la presion de transferencia
o su dependencia es baja, ya que la figura 8.9 muestra que a 5 mN m™ el espesor es mas bajo que a
presiones intermedias y luego este aumenta a 40 mN m™'. Esto puede deberse a diferentes angulos de
inclinacion del lipido respecto al electrodo para las diferentes presiones analizadas.

Resumiendo, a todas las presiones laterales analizadas, el espesor de cada capa de lipido
transferida se corresponde con una bicapa de lipido. Es posible que el contacto del electrodo con la
monocapa produzca el colapso de la misma aun a bajas presiones laterales ya que, al ser un lipido tan
condensado, una pequefia perturbacion en area produce un gran cambio en presion lateral. Por otro lado,
se ha informado que para este lipido, puede lograrse la formacion de una bicapa en la interfase agua-aire
si la modificacion del area molecular se realiza muy lentamente (velocidad de barrido de las barreras de
la balanza de Langmuir lentas) [117]. Es decir que este lipido parece tener una tendencia propia a formar
bicapas, por lo que también es posible que la bicapa se forme durante el lapso en que el electrodo
contacta la monocapa de Langmuir, debido a que en esta nueva interfase esa sea la configuracion mas
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estable. En conclusion, el espesor promedio de cada capa de galcer transferida al electrodo a 40 mN m™
es de (5,6 + 0,3) nm, correspondiente a una bicapa de este lipido.

Otros parametros de interés obtenidos del ajuste de los datos de la figura 8.7 son los indices de
refraccion de la pelicula. En la figura 8.10 se grafican ambos indices en funcion de la presion de

transferencia.
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Los valores de indices de refraccion no muestran dependencia con la presion de transferencia,
indicando que las propiedades de la capa transferida son similares en todos los casos. Esto se debe a que
en todos los casos la monocapa de Langmuir se encuentra en el mismo estado de fase, ya que este lipido
se encuentra en una fase liquido condensada desde que la distancia intermolecular es lo suficientemente
pequefia como para que exista una atraccion neta entre las moléculas de lipido. Por otro lado, se
encuentra una gran diferencia entre ambos valores de indice de refraccion, valorando la eleccion de un
modelo de pelicula anisotropica para el ajuste de los datos. El indice de refraccion paralelo al sustrato
promedio es de 1,528 + 0,009 y el perpendicular al sustrato es de 1,70 + 0,04. Estos valores tan altos
indican que el lipido se encuentra muy ordenado y en un estado condensado, ya que los indices de
refraccion aumentan a medida que el lipido se encuentra mas compacto [118].

La anisotropia obtenida es An = 0,17 £ 0,05, el cual es un valor extremadamente alto. Por
ejemplo, se conoce que para capas de fosfatidilcolina de diferente largo, la anisotropia es de 0,02 para el
lipido en estado mas laxo y de 0,03 para el que se encuentra en el estado mas condensado [118]. Es
esperable que la pelicula tenga propiedades Opticas diferentes en el eje perpendicular al sustrato respecto
a los ejes paralelos, debido a que se trata de moléculas intrinsecamente anisotropicas, altamente
ordenadas. Se conoce por ejemplo que para fosfatidilcolinas de diferente largo, el indice de refraccion
paralelo a la molécula es de 1,4, mientras que el perpendicular es de 1,5 [118].

Se concluye, entonces, que este lipido forma bicapas (debido al espesor) altamente compactas
(alto valor de los indices de refraccion) y ordenadas (alta anisotropia Optica).
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8.2 Interfase Electrodo-Solucion Acuosa. Efecto de la
Aplicacion de un Campo Eléctrico.

Resumen

Luego de conocer la estructura de la pelicula de lipido en la interfase
electrodo-aire, se procedio a estudio de la misma en la interfase electrodo-solucion
acuosa. La solucion acuosa empleada fue NaNO; 20 mM.

Primero se analiz6 como influye este medio incidente en la estructura de la
pelicula, realizando medidas a circuito abierto. Se encontré que el espesor no varia
respecto a encontrado en la interfase electrodo-aire, a pesar de que cambian las
propiedades de la pelicula. En este medio, los indices de refraccidén disminuyen,
acercandose a los valores del medio acuoso. La pelicula continda siendo altamente
anisotropica.

Luego de caracterizar €l sistema a circuito abierto, se perturbo la pelicula con
un campo eléctrico variable. Bgjo estas condiciones, se encontrd un cambio brusco de
ambos angulos elipsométricos a potenciales negativos, volviendo a los valores
iniciales a potenciales positivos (respecto a Ag/AgCI/Cl™ (3 M)). Estos cambios se
interpretaron como disminucién de ambos indices de refraccion, tal vez con cambio
en espesor, lo cual implica hidratacién de la pelicula

Para analizar las propiedades de la pelicula utilizando una solucién de NaNO; 20 mM como
medio incidente se realizaron experimentos similares a los del Capitulo 8.1, solo que, luego de cada
transferencia, €l electrodo fue inserto en una celda electroquimica para tres electrodos especialmente
disefiada para ser acoplada a elipsometro. En el Capitulo 2.2 se muestra un esquema de la misma. Luego
de medir los angulos elipsométricos para cada capa, el electrodo se dej6 secar antes de transferir una
nueva capa.

Asi se obtuvieron los datos que se grafican en €l plano -A en la figura 8.11, los cuales fueron
gjustados con el mismo modelo empleado en el Capitulo 8.1, obteniendo para cada punto |os espesores
gue se grafican en funcion de la cantidad de capas en lafigura 8.12.
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Fig. 8.11. Angulos elipsométricos para diferente  Fig. 8.12. Variacion del espesor en funcion de la
cantidad de capas de galcer transferidas sobre cantidad de capas transferidas para los datos
carbono vitreo a 40 mN m?', medidos en la mostrados en la figura 8.11. La linea cortada
interfase electrodo-solucién acuosa. La linea corresponde a guste por cuadrados minimos,
cortada corresponde al gjuste tedrico de los datos. arrojando una pendiente de (5,7 £ 0,3) nm.

El gjuste por cuadrados minimos de la figura 8.12 indica que en este medio el espesor de cada
capa es de (5,7 + 0,3) nm, similar a encontrado en la interfase electrodo-aire. La pelicula continta
siendo anisotropica en este medio, pero con valores de indice de refraccion menores. 1,386 para €
paralelo a sustrato y 1,556 para el perpendicular. Es decir que en este medio los valores de los indices de
refraccion se acercan a valor correspondiente al agua. Esto puede deberse a hidratacion de la pelicula,
sin embargo deberia observarse un simultédneo aumento en espesor, debido a la absorcién de agua por la
pelicula. Por lo que estos resultados se interpretan como generacion de dominios libres de lipido, en los
que se encuentra la solucién acuosa. Esta interpretacion se encuentra avalada por los resultados
voltamétricos, segln los cuales existen zonas sin lipido sobre € electrodo. Este tipo de pelicula,
analizada con el modelo de pelicula homogénea empleado, arrojaria valores de indices promedio, que no
corresponden ni a los dominios de lipido ni a los dominios limpios. Si bien el modelo deja de ser €l
adecuado, es el més sencillo conocido y se seguira empleando, interpretando |os parametros resultantes
como promedio ponderado de los valores reales.

Algo interesante de analizar es que la pelicula en la interfase electrodo-aire no tiene huecos, ya
gue los indices de refraccion son altos y muy diferentes a indice de refraccién del medio incidente (Ngire
= 1). Mientras que en solucidn acuosa existe una reorganizacion de la estructura de la pelicula,
produciéndose dominios de lipido méas condensado y dominios sin lipido.

Una vez conocidas las propiedades de la pelicula en este medio, se realizaron medidas
elipsomeétricas simultdneamente a la aplicacién de un barrido lento de potencial (velocidad de barrido: 2
mV s%). El potencial se vari6 en forma triangular comenzando siempre en sentido negativo desde el
potencial de reposo del sistema, entre -0,6 y 0,6 V respecto a Ag/AgCI/Cl™ (3M). La respuesta en
corriente del sistema se muestra en la figura 8.13, y es la respuesta caracteristica del electrodo en
ausencia de reaccion faradaica, salvo por la reduccion del oxigeno disuelto. Esta reacciéon se observa
aungue la solucién se encuentre saturada de N,, ya que €l disefio de la celda empleada no es éptimo para
desoxigenar.
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Fig. 8.13. Perfil corriente potencial para
un barrido lineal de potencial sobre un
electrodo de carbono vitreo cubierto por
6 capas de galcer. Electrolito soporte:
NaNO; 20 mM.

L os valores de ambos angulos elipsométricos para 6 capas de galcer se grafican en lafigura8.14
en funcion del potencial. En esta figura se observa que aproximadamente a -0,5 V ocurre un brusco
aumento en A y una concominante disminucién en . Estos cambios en los angulos se revierten a
potenciales positivos (alrededor de 0,2 V).

59
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271 elipsométricos durante un barrido
linel de potencia sobre un
electrodo de carbono vitreo cubierto
por 6 capas de galcer. Electrolito
soporte: NaNOz 20 mM.
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Para analizar € significado fisico del cambio en los angulos elipsométricos, 1os mismos se
grafican en €l plano Y-A, como se muestra en la figura 8.15. En esta misma figura se observa una curva
tedrica que simula los cambios en A y 1 que tendria una pelicula homogénea, anisotrépica, de espesor
constante, al variar ambos indices de refraccion.
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26 Fig. 8.15. Circulos. Y en funcién de
A durante un barrido linea de
potencial sobre un electrodo de
carbono vitreo cubierto por 6 capas
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Como puede verse en la figura 8.15, los cambios en los angulos elipsométricos pueden
explicarse considerando una disminucion en los indices de refraccidn. Pueden también estar cambiando
los espesores, aunque este cambio no se haya incluido en la simulacién. Sin embargo este no es €l
cambio principa de la pelicula ya que un aumento de espesor va acompafiado por un aumento en ambos
angulos (ver figura8.11).

Como los indices se acercan a valor 1,333 del agua, se pueden interpretar estos cambios como
hidratacion de la pelicula. Sin embargo, a no cambiar mucho el espesor, es probable que lo que esté
ocurriendo sea un aumento en el tamafio de las zonas libres de lipido. Esta interpretacion, por otro lado,
coincide con lo encontrado por voltametria ciclica.

Al aumentar €l tamafio o la cantidad de zonas libres de lipido sobre el electrodo, los dominios
cubiertos deben compactarse, o bien el lipido debe desorberse del electrodo. El proceso se revierte a
potenciales positivos. Inclusive, es posible aplicar ciclos de potencial sucesivos ala pelicula observando
siempre el mismo comportamiento (figura 8.16). Sin embargo, € proceso sufre de una gran histéresis
respecto al potencial.

Se concluye entonces que la presencia de un medio acuoso sobre la pelicula de lipido transferida
al electrodo genera dominios de lipido més condensado y dominios libres. Un campo eléctrico aplicado a
este sistema aumenta €l tamafio o bien la cantidad de zonas libres de lipido, compactando aun més las
zonas cubiertas o desorbiendo el lipido. Este proceso es revertido a potencial es positivos.
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Capitulo 8. Resultados Por Elipsometria.
8.2. Interfase Electrodo-Solucion Acuosa. Efecto De La Aplicacion De Un Campo Eléctrico.

Fig. 8.16. A y @ en funcién
del tiempo durante barridos
sucesivos de potencial sobre
un electrodo de carbono
vitreo cubierto por 6 capas de
galcer. Electrolito soporte:
NaNO; 20 mM.

Negro: A (gjeizquierdo).
Gris: Y (eje deladerecha).
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Capitulo 9. Resultados Obtenidos por Espectroscopiainfrarroja. 9.1. Capas de Galcer.

Capitulo 9: Resultados por Espectroscopia
Infrarroja.

9.1 Capasde Galcer.

Resumen

En este Capitulo se muestran resultados obtenidos utilizando Espectroscopia
Infrarroja por Reflexion Externa. La misma permite explorar a nivel molecular el
efecto del campo eléctrico ya que es posible obtener espectros de las moléculas
adsorbidas mientras se aplica un campo eléctrico alas mismas.

Mediante esta técnica no fue posible utilizar carbono vitreo como sustrato,
por lo que se empled oro policristalino. Sin embargo, estos resultados pueden
correlacionarse con |os anteriores sobre carbono vitreo.

Se encontré que existen reordenamientos de la molécula y que los mismos
ocurren a potenciales negativos, volviendo al estado original a potenciales positivos.
Estos resultados apoyan |o obtenido a través de elipsometria.

De acuerdo a ajuste de voltagramas experimentales de Ru(NH;)e*/ Ru(NHs)>", galcer forma
capas sobre €l electrodo, dejando dominios libres de lipido o con lipido en un estado mas laxo
(Capitulo 5.2). Las medidas elipsométricas indican que a introducir las capas de lipido en un medio
acuoso se generan huecos, y que los mismos aumentan de tamafio debido ala aplicacion de potenciales
negativos (Capitulo 8.2). Para caracterizar a nivel molecular este se realizaron espectros de infrarrojo
de las moléculas adsorbidas sobre el electrodo a diferentes potencial es aplicados. L os experimentos se
[levaron a cabo en tres modalidades diferentes:

- Primero se realizaron medidas de ATR (attenuated total reflection), para conocer el espectro
de laespecie.

- Luego se redizaron medidas por ERS (External Reflection Spectroscopy) en la interfase
electrodo-aire, para conocer el espectro de la especie adsorbida a e ectrodo.

- Por ultimo se tomaron espectros de ERS en la interfase electrodo-solucion, bajo la aplicacion
de potencial, para conocer el efecto del campo eléctrico en las capas de lipido.

149



Capitulo 9. Resultados Obtenidos por Espectroscopiainfrarroja. 9.1. Capas de Galcer.

El espectro de galcer en solucidon se midio utilizando un prisma de Ge, luz no polarizada y
cloroformo:metanol (2:1) como solvente. Las figuras 9.1 y 9.2 muestran espectros a diferentes
concentraciones, la figura 9.1 a relativamente bagjas y la figura 9.2 a altas concentraciones. A atas
concentraciones se observan bandas positivas alrededor de 3300 y 3000 cm™ (Figura 9.2)
probablemente debido a exclusion del solvente por €l lipido sobre la ventana de ATR, ya que también
el solvente presenta picos de absorcion en esta region. A estas concentraciones se observan bandas
adicionales del lipido a bajas frecuencias. La tabla | muestra la asignacion de bandas. Las posibles
vibraciones presentes en la molécula son de estiramientos de enlace o de deformacion del angulo de
enlace. Para esta Ultima vibracion adoptaremos |a palabrainglesa “ bending” por ser més especifica.

N\ 101 -

100,0

99,84,
x -
< =S
100
99,6 1
99,4 T T T T T T T T T T T 99 r r r r r
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda/cm™ Wavenumber / cm™
Fig. 9.1. Espectros de ATR de soluciones de gal cer Fig. 9.2 . Espectros de ATR de soluciones de galcer
en cloroformo:metanol arelativamente bajas en cloroformo:metanol a altas concentraciones.
concentraciones.
NUmero deonda/cm™ Asignacion de bandas (*)
3330 estiramiento de O-H y N-H
2975-2840 estiramiento de C-H
1642 estiramiento de C=0 delaamida
1532 “bending” de N-H y C-N
1463 “bending” asimétrico de C-H
1352 “bending”’de O-H en el plano

Tablal. Asignacion de las bandas de lasfiguras 9.1y 9.2 (*) Ref. [119].

Una vez conocido e interpretado el espectro de galcer en solucién, se procedié atransferir este
lipido a carbono vitreo y, empleando ERS-IR, se realizaron espectros del lipido adsorbido sobre este
sustrato. La figura 9.3 muestra los espectros de diferente cantidad de capas de galcer sobre carbono
vitreo, empleando como linea de base el espectro del electrodo limpio colocado en la misma posicion
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dentro del espectrofotdmetro. Estos espectros muestran picos bimodales cerca de los 3000 cm™. Esto se
debe a las propiedades Opticas particulares del carbono vitreo, ya que debido a ellas, en presencia de
lipido se modifica la linea de base, con la consecuencia de que los espectros sobre esta superficie
presentan picos bimodales de muy dificil interpretacién [74].

105

xloo-w

4 capas

%

95+
105+

. J
< 1004 JM\/\/—V\J’UW_\
] 13 capas

95+

105+

v 1
100
23 capas
95

T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Namero de onda/cm™

Fig. 9.3. Espectros de ERS-IR para diferente cantidad de capas de galcer transferidas a
un electrodo de carbono vitreo en lainterfase carbono vitreo-aire.

A causa de esto, se procedio a realizar |os espectros sobre una superficie metdlica, ya que la
interpretacion de los mismos es més sencilla. Como lo que se quiere analizar en este caso es €l efecto
producido por el campo eléctrico y no la organizacion inicial de la pelicula sobre el electrodo, los
resultados encontrados con este material de electrodo se pueden correlacionar con todos los anteriores,
sobre carbono vitreo. Se empled un electrodo de oro
policristalino pulido a espgjo y limpiado con llama de
hidrégeno. Como linea de base se tomo €l espectro de
oro limpio. Para asegurar la adherencia del lipido en este
material, se determind el areainterfacial de la monocapa
de Langmuir durante e proceso de transferencia. En la
figura 9.4 se muestra cuditativamente la variacion
temporal del area de la monocapa mientras se redliza la
transferencia de una capa de lipido. Se observa que a
contactar la superficie de oro con la monocapa (t;) no
existe cambio en el area de la monocapa y que, por €l

Area de la monocapa

t, t, tiempo
Fig. 9.4. Evolucion del &readela cc')ntr'arlo, a separarge ambas - superficies, el area
monocapa en lainterfase agua-aire dismi nuye en una cantl dad que es el doble del érea del
durante la transferencia oro (t,). Como €l electrodo empleado no se encuentra

empotrado en teflon, la disminucién en érea se debe a
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gue €l lipido se adhirié al oro. Con esto se demuestra que €l lipido se adhiere al oro en cantidades
suficientes como para formar bicapas, como se encontro por elipsometria sobre carbono vitreo.

Unavez asegurada la adherenciadel lipido en este sustrato, se transfirieron sucesivamente capas
de lipido y se realizaron espectros luego de cada transferencia. En la figura 9.5 se muestran espectros
para algunas capas.

100,0—%##‘.;‘Ww R e W‘“ﬁ“&.
ta " My @2 N
E DN N g <t Do .
995 : 2 PAVIERs Fig. 9.5. Espectro de ERS
' s IR para diferente cantidad
] de capas de gacer
99,0 2 transferidas a oro
o 2 policristalino.
Do: s - Cantidad de capas
S 98,54 N P transferidas al electrodo: 3
% g (—)1 6 ("__)! 10 (D:D:my 12
98,0 & (), 15( ).
97,54 5

I EE————
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
, -1
NUmero de onda/cm

Namero deonda/cm™ Asignacion de bandas (*)
3325 estiramiento de O-Hy N-H
2956 estiramiento asimétrico de CH; o simétrico de

C=C-H
2920 estiramiento asimétrico de CH,
2871 estiramiento simétrico de CHs
2851 estiramiento simétrico de CH,
1739 - 1645 estiramiento del C=0 de laamida
1537 “bending” de N-H y C-N
1463 — 1436 “bending” asimétrico de C-H
1409 “bending” de O-H en € plano
1376 “bending” simétrico de C-H
1258 estiramiento de C-C

Tablall. Asignacién de las bandas de lasfigura 9.5 (*) Ref. [119].
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En lafigura 9.5 se observa que las bandas crecen con la cantidad de capas de lipido transferidas,
indicando al igual que lafigura 9.4 que el lipido tiene buena adherencia a este sustrato. Al comparar la
figura 9.5 con la 9.3, es evidente que los espectros de galcer sobre oro son mas sencillos y por tanto
més féciles de interpretar. La asignacion de las bandas se muestraen la Tablall.

Lafigura 9.6 muestra el espectro de ERS de 6 capas de galcer transferidas sobre oro con luz de
polarizacion sy p. En ambos espectros se observan las mismas bandas, aunque de diferente intensidad.
Esto indica que € espesor de la pelicula de lipido es mayor que la region afectada por la regla de
seleccion superficia (ver Capitulo 2.1).

Fig. 9.6. Espectro de ERS-IR de 6 capas de
galcer sobre oro en la interfase electrodo-aire
con luz polarizada.

Linea continua: polarizacion p (gjeizquierdo).
linea de puntos: polarizacién s (gje derecho).

.* [100,0

%R

98 i - 99.8

97 T T T T T 99,6
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Namero de onda/cm™

Utilizando oro como material de electrodo y la celda descritaen el Capitulo 2.2, las capasde L-
B de lipido fueron perturbadas con un campo eléctrico. El programa de potencial utilizado se
esguematiza en lafigura 9.7; € potencial inicial fue siempre el de reposo (Ee) del sistema, el cual se
registrd antes de comenzar cada experimento. Los saltos de potencial fueron de 50 mV, y se
mantuvieron durante 30 s excepto a los potenciales alos que se registraron espectros en los que se
mantuvo durante 375 s. S6lo se mostraradn aqui los espectros obtenidos a los potenciales extermos
(0,600 y -0,600 V), sin embargo, los mismos fueron registrados cada 100 mV.

0.6

Fig. 9.7. Programa de

Z e potencial aplicado a los
woC experimentos de ERS-IR in
Situ.

- 0.64

0 500 1000 1500 2000 2500
t/s
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Para analizar €l efecto del campo eléctrico en las capas de lipido es necesario que las mismas
se encuentren en una interfase electrodo-solucion. Esto obliga a que las medidas se realicen en
presencia de agua. Luego de transferir las capas de lipido a analizar, y una vez comenzadas las
medidas es imposible quitar € electrodo de la celda ya que cambiara la linea de base; por ello se
toma como linea de base de los espectros el espectro del lipido a algun potencial aplicado para €l
cual no exista gran reorganizacion.

La figura 9.8 muestra espectros de 4 capas de galcer sobre oro con luz p-polarizada a los dos
potenciales limites empleados, -0,600 V y 0,600 V. Los mismos fueron realizaron tomando el
espectro a potencial de reposo como linea de base. Esto implica que tanto en lalinea de base como
en € espectro de interés el lipido se encuentra presente, por lo que cualquier banda (positiva o
negativa) que exista en el espectro se debe a una reorganizacion del lipido adsorbido. Una banda de
absorcion positiva es debida a un grupo funcional cuya nueva orientacion desfavorece la absorcion
de luz (ya no se encuentra tan paralelo a plano de incidencia) y viceversa, una banda negativa se
debe a un grupo funcional cuya nueva orientacion es mas paralela que antes a plano de incidencia.

La soluciéon empleada en los espectros de la figura 9.8 es de NaNOz; 20 mM en agua normal.
Como se ve en lafigura, e agua presenta bandas de absorcién intensas a alrededor de 3100 cm™ y
1600 cm™. Los picos de absorcién correspondientes a estiramiento del C-H de la molécula
adsorbida al electrodo se solapan con lade aguaa 3100 cm™. Para acceder a estaregion del espectro
se utilizaron soluciones en agua deuterada (D,0). La figura 9.9 muestra espectros en condiciones
experimentales similares a las de la figura 9.8 pero con D,O. Como se observa en estas figuras, a
potenciales negativos aparecen picos negativos a 3400, 1556 y 2975-2840 cm™ y un pico positivo a
1350 cm. La banda a 3400 cm™* también esta presente a potenciales positivos. La asignacion de
bandas se muestraen laTablalll.

Las bandas encontradas indican que a potenciales negativos existe un reordenamiento del
lipido de formatal que hay més planos HCH paralelos a plano de incidencia, generando |as bandas
negativas a 2900-3000 cm*. De acuerdo a la frecuencia en la que aparece, la banda positiva puede
deberse a “bending” del O-H en el plano o a “bending” simétrico del C-H. Sin embargo, €
“bending” simétrico del C-H ocurre en el mismo plano que los estiramientos del CH, por lo que
deberia ser negativa. Es decir entonces que esta banda corresponde a OH cuya orientaciéon a
potencial es negativos se hace més perpendicular a plano de incidencia.

A partir de estas medidas podemos decir entonces que el campo eléctrico genera cambios en la
orientacion de las moléculas de galcer, afectando a los grupos CH de la cadena hidrocarbonaday a
los OH de la galactosa. Sin embargo, una interpretacion mas profunda de los espectros resultantes
es compleja, més alin considerando que no se conoce la orientacion inicial del lipido.

Los resultados encontrados mediante esta técnica coinciden ampliamente y corroboran los
encontrados por elipsometria (ver Capitulo 8.2).
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100,5

100,4

o x
°\o o9 s 100,0
99,0 4
99,8
98,5 T T T T T 99,6 l. T v T v :
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
NGmero de onda/cm™ NGmero de onda/cm™
Fig. 9.8. Espectro de ERS-IR de 4 capas de gal cer Fig. 9.9. Espectro de ERS-IR de 4 capas de galcer
transferidas sobre oro a diferentes potenciales transferidas sobre oro a diferentes potenciales
aplicados. Luz de polarizacién p. aplicados. Luz de polarizacién p. Linea de
Linea de puntos. 0,600 V; linea continua: - puntos. 0,600 V; Linea continua: -0,600 V.
0,600V. Electrolito: NaNO3; 20 mM en H,0. Electrolito: NaNO; 20 mM en D,0.
Namero deonda/cm™ Asignacion delas bandas (*)
(-) 3400 estiramiento de O-H y N-H
(-) 2960" estiramiento asimétrico de CH; o simétrico de
C=C-H
(-) 2918'-2916° estiramiento asimétrico de CH,
(-) 2876'-2891° estiramiento simétrico de CH;
(-) 2850"-2848° estiramiento simétrico de CH,
(+) 1383'-1346°-1363° “bending” de O-H en € plano o

simétrico del C-H

Tablalll. Asignacion de las bandas de las figuras 9.9 () y 9.8 () (*) Ref. [119].
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9.2 Capasde Sul y otros Lipidos.

Resumen

Los resultados encontrados para galcer demuestran que la estructura de
las capas de este lipido sobre €l electrodo sufre un cambio debido ala aplicacion
de un campo eléctrico. Por esto es interesante analizar €l efecto del campo en los
otros lipidos utilizados en la presente tesis.

Asi, se encontré que sul muestra espectros similares a galcer; la Unica
diferencia es la presencia de la banda de absorcion del grupo SOs;, ausente en los
espectros de galcer.

Frente a un campo eléctrico, este lipido se comporta en forma andloga a
galcer, presentando picos negativos arededor de 3000 cm™ y un pico positivo a
1300 cm™, pero en este caso |os espectros son menos reproducibles y las bandas
Menos intensas.

Por otro lado, tanto dmpc como sphm no se adhirieron a oro
policristalino, haciendo imposible su andlisis mediante esta técnica.

99,6

98,8

9.2.1. Espectros IR de Sul.

Los espectros de ATR de sul en cloroformo:metanol a diferentes concentraciones se
muestran en la figura 9.10. Estas medidas fueron hechas similarmente a las de gal cer, mostradas en
el Capitulo 9.1. La tabla IV muestra las asignaciones de bandas. La figura 9.11 muestra la
evolucion temporal del érea de la monocapa durante el proceso de transferencia, €l cual indica que
el lipido se transfiere a electrodo en cantidades suficientes como para formar bicapas, a igua que
galcer. En lafigura 9.12 se grafican los espectros de ERS-IR para diferente cantidad de capas de
sul transferidas aoro, y en latablaV se encuentrala asignacion de bandas correspondiente.

0
[ss]
8 Fig. 9.10. Espectro de ATR de
& & soluciones de sul  en
-
8 9 cloroformo:metanol en
99,27 . 2 concentraciones  crecientes.
8 S Luz sin polarizar.
3
I
3
&
S
T T T T
4000 3000 2000

- -1
NUmero de onda/cm
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Namero de onda/ cm™ Asignacion de las bandas(*)
3362 estiramiento de O-H y N-H
2988 estiramiento asimétrico de CH; o simétrico de

C=C-H
2926 estiramiento asimétrico de CH,
2851 estiramiento simétrico de CH;
2817 estiramiento simétrico de CH,
1638 estiramiento de C=0 de laamida
1531 estiramiento de N-H y C-N
1463 “bending” asimétrico de C-H
1386 “bending” de O-H en el plano
1228 estiramiento asimeétrico de SO5’

TablalV. Asignacion de las bandas de lafigura9.10 (*) Ref. [119].

Fig. 9.11. Evolucién del areamolecular en €l
proceso de transferencia de cada capa.

Area de la monocapa

100,04 iiti o A M, R
i e G
IRl A P i Fig. 9.12. Espectro de ERSIR
" para diferente cantidad de capas de
99,99 sul sobre oro en la interfase aire-
. electrodo: 2 (—), 4 (M), 6 (),
@ S Q 9 (/1) capas de sul transferidas.
R 99,8 ? 3 Luz sin polarizar.
99,7
99,6 T T T T T T T T T T T
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NUmero deonda/cm™ Asignacion de banda(*)
3372 estiramiento de O-H y N-H
2957 estiramiento asimétrico de CH; o simétrico de
C=C-H
2920 estiramiento asimétrico de CH,
2871 estiramiento sSimétrico de CH;
2850 estiramiento sSimétrico de CH,
1238-1216 estiramiento asimeétrico de SO5”

TablaV. Asignacion de las bandas de lafigura9.12 (*) Ref. [119].

En las figuras 9.10 y 9.12 se observa que, como se esperaba, el espectro de sul sdlo difiere
del de galcer en que en sul se encuentra presente la banda de absorcién del grupo SOs, ausente en
galcer. Lafigura 9.13 muestra espectros de 6 capas de sul transferidas a oro con luz de polarizacion
sy p. Como en el caso de galcer, las mismas bandas se observan en ambos espectros por 1o que
probablemente la pelicula de lipido sea mayor que la region afectada por la regla de seleccién
superficial.

100,2
100,01 )
Fig. 9.13. Espectros de ERS-IR de 6

capas de sul sobreoroenla

100.1 interfase electrodo-aire. Linea
continua: polarizacién p (gje
izquierdo), linea de puntos:
polarizacién s. (gje derecho)

99,94

%R

99,84, , s34 100,0

;
99,74 i’

99,6 T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
NUmero de onda/cm’

Asi como para galcer, paraanalizar el efecto de un campo eléctrico variable sobre las capas
de sul se aplicé un programa de potencial similar y se tomaron espectros tomando como lineade
base € registrado aplicando el potencia de reposo. Lafigura9.14 muestralos espectros de ERS
de 4 capas de sul sobre oro con luz de polarizacién p alos dos potenciales limite (0,600 y -0,600
V). Lafigura 9.15 muestra los mismos espectros utilizando agua deuterada como solvente para
la solucion de NaNO;. Como puede verse en ambas figuras, para este lipido, el campo eléctrico
sdlo genera la aparicion de una banda positiva a 1361 cm?, y dos bandas débiles alrededor de
2900 cm™ solo cuando e solvente es agua normal. Cuando el solvente es agua deuterada
también se observa la banda positiva a 1350 cm™. Para este |ipido también parece existir un
reordenamiento debido al potencial, pero menor y menos reproducible

159



Capitulo 9. Resultados Obtenidos por Espectroscopiainfrarroja. 9.2. Capas de Sul y Otros Lipidos.

1uL,u 100,05

100,5

o 100,0 Py’

%

99,5

99,0 . : . T "
4000 3000 2000 10¢ 99,5 " y " y "
) 4000 3000 2000 1000
Numero de onda/cm’ Numero de onda/cm

Fig. 9.14. Espectro de ERS-IR de 4 capas de sul sobre Fig. 9.15. Espectro de ERS-IR de 4 capas de sul

oro a diferentes potenciales aplicados. Linea de puntos: sobre oro a diferentes potenciales aplicados.

0,600 V; lineacontinua: - 0,600 V. Linea de puntos: 0,600 V; linea continua: - 0,600

Luz de polarizacion p. Electrolito: NaNOz; 20 mM H,0. V. Luz de polarizacion p. Electrolito: NaNO; 20
mM en D,0.

9.2.11. Espectros IR de Otros Lipidos.

Tanto para sphm como para dmpc, cuando se anaizé la evolucion temporal del area
molecular promedio durante el proceso de transferencia, se observo un aumento inicial del &rea
con una posterior disminucion
(figura 9.16). Esto indica que €l
lipido no se adhiere a electrodo
de oro, cuando la superficie del
sphm oro toca la monocapa (t1) existe
una repulsion entre ambas que
genera un aumento en el &rea, la
cua disminuye hasta e valor
inicial cuando € metal es
retirado de lainterfase (12).

A\
\\

A\
A\

Por este motivo fue imposible
analizar capas de estos lipidos
utilizando esta técnica.

Area de la monocapa

dmpc

A |
I . i
t1 tiempo t2

Fig. 9.16. Evolucion temporal del dreadela
monocapa durante el proceso de transferencia.
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Capitulo 10: Conclusiones Generales.

Uno de los objetivos del presente trabajo de tesis fue estudiar, por medio de técnicas
electroquimicas, la permeabilidad y conductividad de lipidos constituyentes de membranas
celulares. Para ello se prepararon peliculas de lipidos sobre electrodos empleando el método de
Langmuir-Blodgett para estudiar por medio de técnicas electroquimicas la Los resultados
electroquimicos obtenidos se compararon con el comportamiento de los lipidos revelado por
isotermas presion lateral — area molecular y potencial superficial — area molecular en la interfase
solucion acuosa — aire. De esta forma se pretendia correlacionar las propiedades de conduccion del
lipido con su estructura supramolecular, la cual a su vez depende, entre otros factores, de la
estructura de la molécula. Al elegir una serie de moléculas de estructuras similares y con
diferencias conocidas, ya sea en el grupo polar o en la cadena hidrocarbonada, se deseaba también
relacionar los resultados revelados por electroquimica con la estructura molecular.

Sin embargo, los resultados observados empleando voltametria ciclica indican que las
capas de Langmuir-Blodgett de los lipidos empleados sobre carbono vitreo no son homogéneas,
sino que dejan zonas de lipido menos compacto, o donde el mismo esta ausente. Esto hace que la
corriente que circula por el sistema provenga principalmente de estas zonas y no de las zonas mas
cubiertas. Por lo tanto, no es posible analizar ni la conductividad del lipido ni la permeacion de los
iones bajo estudio a través de las capas de lipido.

A pesar de esto, la naturaleza del lipido influye de manera selectiva en la forma del
voltagrama de la especie con actividad redox. En general, se observa un aumento en la diferencia
de potenciales de pico, una disminucion en las corrientes de pico, y un ensanchamiento de cada uno
de ellos. La forma del voltagrama se puede explicar suponiendo que la transferencia electronica
ocurre solamente en zonas del electrodo en donde no hay lipido o bien en donde se encuentre en un
estado de menor compactacion. Esta in-homogeneidad estructural del electrodo generara in-
homogeneidad energética, lo que puede implicar que la reaccion electroquimica ocurra a diferentes
velocidades en cada zona. Por otro lado, si la zona activa del electrodo es suficientemente pequeiia,
la difusion deja de ser lineal, lo que también implica un cambio en la forma del perfil corriente-
potencial.

Se conoce que para electrodos semi-cubiertos por una pelicula bloqueante, cuyos lugares
libres son suficientemente pequefios como para que la difusion deje de ser lineal, la forma del
voltagrama depende de la distribucion de las zonas activas del electrodo, asi como de su tamafio. Si
se comparan los voltagramas experimentales con voltagramas teoricos calculados utilizando un
modelo que de cuenta de este tipo de proceso, se puede encontrar en algunos casos un buen ajuste,
mientras que en otros casos solo se encuentra un parecido cualitativo.

Para explicar la dependencia de la forma del voltagrama de las especies con actividad
redox con la naturaleza del lipido que recubre el electrodo, se emplearon los parametros que
caracterizan el comportamiento de interfase de cada lipido sobre la subfase correspondiente. Asi se
encontro6 que, para electrodos cubiertos por cuatro capas de cada lipido, la propiedad maés
importante es la interaccion intermolecular del lipido, la cual hace que forme monocapas muy
compactas o laxas en la interfase solucion acuosa-aire. Como medida de ésto se utilizo el factor de
compresibilidad K, el cual da cuenta de la rigidez de la pelicula de lipido. La corriente de pico de
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cada voltagrama, normalizada por la corriente del voltagrama en ausencia del lipido se grafico
como funcion de K. Asi, como se muestra en la figura 10.1, queda demostrado que para los lipidos
neutros, el efecto que provocara una capa de lipido en la respuesta voltamétrica de una cupla redox,
tiene una gran dependencia con la rigidez de la capa de lipido en la interfase solucion acuosa-aire.

En el caso de sul, el tnico lipido cargado de la serie analizada, se observa que su efecto en
la respuesta electroquimica no es el esperado considerando su factor de compresibilidad. Este
comportamiento diferente es adjudicado a su carga, la cual juega un rol importante. En la figura
10.1 se observa que el efecto provocado por sul se aleja mas del comportamiento esperado para las
cuplas Ru(NH;)s* "/ Ru(NH;)s™ 'y Fe(CN)s*/ Fe(CN)s", que son a su vez las de mayor carga.

12 Fig.10.1. Corriente de pico normalizada en
o funcion del factor de compresibilidad de la
104 ° isoterma correspondiente (ver texto).
e Circulos: Cupla Ru(NH;)s""/ Ru(NH;)>".
81 v A \D\ Triangulos hacia arriba: Cupla Cu(NH;),*"/
= Cu(NH;),"".
é O'ej b Triangulos hacia abajo: Cupla Fe(EDTA)"/
— o Fe(EDTA)*.
] Cuadrados: Cupla Fe(CN)¢*/ Fe(CN)¢*.
024 Simbolos llenos: galcer, dmpc y sphm.
| - Simbolos abiertos: sul.
00 T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
kK /mNm’

En cuanto a la dependencia de la respuesta voltamétrica con la naturaleza de la reaccion
redox, se encontré que las cuplas mas lentas, que a su vez son las anionicas, son mas sensibles a la
presencia del lipido que las catidnicas. En la figura 10.2 se muestra la variacion de la corriente
normalizada con la constante de velocidad para el proceso de transferencia de carga. De acuerdo a
estos resultados podemos decir que, bajo las condiciones experimentales empleadas, la corriente de
pico se ve mas afectada por la presencia de lipidos neutros para las reacciones redox mas lentas que
para las rapidas. Teniendo en cuenta la técnica y las velocidades de barrido empleadas esto es
esperable ya que en estas condiciones experimentales, para una reaccion cuasi-reversible se
modifica mas el perfil voltamétrico al cambiar alguno de los parametros que la caracterizan que
para una reversible.

12
av4
10- ;%. Fig.10.2.
/ L Corriente de pico normalizada en
" " 0/ funcion de la constante de velocidad
£ 06 del proceso de transferencia de carga.
§ Lipido que recubre el electrodo: sphm
— 0.4 (®); galcer (A); sul (J); dmpc (m).
[ J A
0,2 /
A/A
010 T T T T T
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04
K’/cms™
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Es interesante el caso particular de sul (simbolos abiertos) para el cual la tendencia difiere
de los otros lipidos. El comportamiento de este lipido indica que el efecto provocado por el lipido
no es tan sencillo.

Al ser galcer el lipido que forma monocapas mas compactas, las peliculas de galcer sobre
carbono vitreo son las mas homogéneas. Para cuatro capas de este lipido se encontré un
cubrimiento de 0,9 con zonas del electrodo activas de 3 10° urnz. Este resultado se obtuvo
ajustando el voltagrama experimental de la cupla Ru(NH;)s""/ Ru(NH;)s"" con un modelo teérico
propuesto por Matuda [81,82]. Al encontrar un buen ajuste, se puede decir que en este caso el
efecto principal del lipido es estérico, produciendo un bloqueo fisico del electrodo sin generacion
de interacciones fuertes entre el ion electroactivo y el lipido.

Aun galcer, siendo el lipido mas compacto, deja zonas libres no despreciables. Un area de 3
10 um” es el 4rea que ocuparian alrededor de 6 10° moléculas de este lipido a la presion lateral de
transferencia. Por ello se considerd de importancia conocer la razon de las in-homogeneidades de la
pelicula y en que momento se producen. La forma y cantidad de huecos dependen del factor de
compresibilidad, ya que de él depende la respuesta en corriente de la cupla redox presente en
solucion. La pregunta ahora es a qué nivel K afecta el comportamiento electroquimico.
Probablemente, K influya sobre la respuesta electroquimica de diferentes formas. Por un lado, es
sabido que el proceso de transferencia del lipido es mejor cuanto mas rigida sea la monocapa [58].
Por otro lado, pueden existir reordenamientos y aparicion de huecos en las capas de lipido
transferidas, que a su vez dependan de K y del potencial aplicado. Ciertamente, la respuesta
depende de todos estos factores.

Para responder a estos interrogantes se estudiaron mas detalladamente las capas de este
lipido empleando diferentes métodos opticos. Los resultados elipsométricos indican que en la
interfase electrodo-aire las capas son altamente ordenadas y compactas. Al observar el electrodo
cubierto al microscopio empleando epifluorescencia, vemos que no hay zonas libres de lipido, sino
que hay zonas con exceso del mismo. La microscopia de fuerza atdmica nos permite asegurar que
el lipido se transfiere siguiendo la topologia del sustrato. Todo indica que la transferencia es buena,
y que si bien puede haber defectos no hay dominios libres del tamafio antes indicado.

Las medidas de elipsometria en la interfase electrodo-solucion, en cambio, indican que en
esta interfase hay lugares del electrodo hidratados en los que el lipido estaria ausente. Esto implica
que en esta nueva interfase el lipido se reestructura, quiza buscando minimizar las interacciones
hidrofobicas, y expone algunas zonas del electrodo al solvente.

Tanto la elipsometria como las medidas de ERS-IR indican que si se aplican potenciales
negativos a las capas de galcer se inducen nuevas reestructuraciones del lipido. Este proceso se
puede revertir a potenciales positivos, es decir que no es irreversible, sin embargo sufre de una gran
histéresis.

La elipsometria indica que estas reestructuraciones dependientes del potencial implican
cambios en la hidratacion de la pelicula, produciéndose a potenciales negativos un incremento en
las zonas libres de lipido sobre el electrodo.

En resumen, la respuesta electroquimica de iones electroactivos solubles sobre electrodos
modificados por capas de L-B de lipidos brinda informacion acerca de la estructura de la pelicula y
depende de la naturaleza del lipido. Las peliculas de los lipidos estudiados no forman capas
homogéneas cuando se encuentran en la interfase electrodo-solucién, lo que dificulta el empleo de
estos sistemas en el analisis de las propiedades de permeabilidad y conduccién de la pelicula ya que
la reaccion de transferencia de carga ocurre principalmente por las zonas libres de lipido o con
lipido en estado mas laxo.
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Las técnicas electroquimicas junto con el analisis de las isotermas presion lateral - area
molecular y potencial superficial — area molecular sobre diferentes subfases son complementarias y
brindan informacion diferente que es posible de correlacionar.

El reordenamiento estructural producido por la aplicacion de un campo eléctrico a la
pelicula de lipido es un efecto sumamente interesante y abre una nueva area de estudio, referida al
efecto de campos eléctricos en sistemas organizados.
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