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Capitulo 1: Introduccidén y Objetivos

1.1. Introduccion

En términos generales, las moléculas organicas se pueden clasificar en
hidrofilicas o polares de acuerdo a su capacidad de ser solubles en agua o en solventes
polares y en hidrofébicas o no-polares si son solubles en hidrocarburos o solventes no
polares. Sin embargo, existe un amplio grupo de compuestos con caracteristicas no tan
bien definidas: los surfactantes. Estas moléculas son anfifilicas o anfipaticas, es decir,
poseen una region polar o soluble en agua (cabeza polar) y una regién no-polar
generalmente formadas por cadenas carbonadas hidrofébicas®. Las caracteristicas
duales de las moléculas de surfactantes les dan una amplia gama de propiedades,
conectado dos caracteristicas claves: adsorcién en interfaces y autoensamblaje en
solucion formando diferentes tipos de agregados como micelas o micelas inversas,

dependiendo del solvente.

El uso industrial de muchos surfactantes (como por ejemplo los compuestos
perfluorados de cadena larga) se ha intensificado en las Ultimas décadas, aplicandolos en
pinturas, plasticos, espumas ignifugas, industrial textil, entre otros. Debido a que estos
compuestos son bastante inertes, tanto desde el punto de vista quimico como biolégico, y
dado su caracter hidrofébico, su persistencia en el ambiente y su acumulacién en la
cadena alimentaria son aspectos preocupantes y han generado un buen nimero de
estudios en los dltimos afios. Algunos de estos estudios indican que estos compuestos
anfipaticos podrian intercalarse en las membranas bioldgicas y afectar algunas de sus

propiedades 2.

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, con la funcion de membranas. Debido a
las dificultades de realizar estos estudios in vivo se han planteado diversos modelos

simples de membranas atrtificiales constituidas por proteinas y lipidos definidos. Estos

1
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estudios confirman y amplian el concepto de biomembranas como estructuras dindmicas
y enfatizan la dificultad y la importancia de definir las caracteristicas precisas del arreglo
multimolecular utilizado. En las ultimas décadas gran parte de la informacion se ha
obtenido a partir del empleo de monocapas de lipidos adsorbidas en la interfaz agua-aire®
o depositadas sobre soportes solidos por el método de Langmuir-Blodgett®, asi como
también en interfaces formadas por dos liquidos no miscibles (agua / solvente organico)®

® La posibilidad de polarizar la interfaz liquido/liquido, empleando métodos
electroquimicos en sistemas de cuatro electrodos, le otorga a este tipo de modelos un
interés adicional por la importancia que reviste el potencial eléctrico en las
biomembranas®™®. Adicionalmente se pueden emplear modelos mas complejos como
liposomas. Estas estructuras son vesiculas cuya constitucién quimica basica son lipidos.
Las mismas tienen un espacio acuoso central y, ocasionalmente, otros espacios
interlaminares. Sobre esta estructura basica, se pueden insertar otros lipidos, proteinas,
anticuerpos, biomoléculas diversas marcadas con isétopos radiactivos y sustancias
fluorescentes, entre otras. Los sustratos por encapsular se ubicardn en los espacios
acuosos, en la fase lipidica, o adoptaran una participacion estructural comprometida en
ambas fases, segin sea su naturaleza lipofilica, hidrofilica o anfifilica®*°. Esta
versatilidad estructural permite disefiar liposomas de acuerdo con los objetivos para los
que seran utilizados, como por ejemplo, estudiar el efecto de moléculas tensioactivas
sobre estas vesiculas °De esta manera, en la presente tesis se estudid el
comportamiento de acidos perfluorados en interfaces liquido/liquido, tanto en lo que
respecta a aspectos termodinamicos relacionados a su comportamiento interfacial y la
formacion de micelas, como su interaccion con peliculas de fosfolipidos adsorbidas en
interfaces liquido/liquido, liquido/aire, o vesiculas, como modelos de membranas
biolégicas. Por otro lado, en el marco de una estadia de investigacion en la Universidad

de Curtin en la ciudad de Perth, Australia Occidental se desarrollo una metodologia de
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cuantificacién electroquimica para la deteccién de estos surfactantes perfluorados a nivel

de trazas.

Existen algunas moléculas anfifilicas con actividad farmacol6gica como
Hexadecilfosfocolina (miltefosina) es un compuesto anti-neoplasico con actividad en
membrana. Experimentos en animales han demostrado su selectividad antitumoral y
citotoxicidad contra un amplio espectro de lineas celulares cancerigenas #. Por otro lado,
también se ha demostrado que este compuesto es altamente efectivo en el tratamiento

de leishmaniasis viceral %.

A pesar de esta actividad farmacolégica muy bien
demostrada, la administracion oral o intravenosa de miltefosina esta muy limitada debido
a sus efectos dafinos en las células epiteliales del tracto gastrointestinal y a la
produccion de hemodlisis de eritrocitos . En consecuencia, una aproximacion promisoria
para solucionar estos efectos adversos es la preparacion de nanoestructuras en las
cuales el farmaco se encuentre encapsulado dentro de estructuras polimericas que lo
liberen en el sitio de accion. Recientemente los copolimeros de bloque han emergido
como dispositivos interesantes para liberacion de drogas y terapia de genes ** ?*. En
particular, el co-polimero Pluronic POE-POP-POE (POE: polioxietileno, POP:
polioxipropileno) ha mostrado una gran versatilidad para este uso debido a la posibilidad
de regular la forma y tamafio de sus micelas, asi como también su balance hidrofilico-
hidrofébico, variando las condiciones experimentales (temperatura, concentracion de los
polimeros constituyentes y composicion de la solucion). Teniendo en cuenta estos
antecedentes, se estudi6, en primer lugar, la transferencia de miltefosina a través de la
interfaz liquido/liquido apuntando a evaluar la posibilidad de su cuantificacién
electroquimica debido a que dicho farmaco no posee grupos cromoforos, con lo cual su
cuantificaciéon por métodos espectroscépicos no es viable y, por otro lado, el método mas

comun de cuantificacion de fosfocolinas, a través de la determinacién de fosfatos, no

siempre es factible de aplicar dado que el medio mas comun de sus preparados es en
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buffer fosfato. En segundo lugar se extendié este estudio a las nanoestructuras formadas

por miltefosina y el copolimero Pluronic.

En el marco de la presente tesis se utilizo el sistema experimental de interfaces
liquido / liquido, al cual se le aplican técnicas electroquimicas que permiten estudiar la

%21 En este caso, la

transferencia de especies cargadas a través de las mismas
molécula estudiada no participa de reacciones de oxidacion o reduccion: el pasaje de la
misma a través de la interfaz produce un pico de corriente cuya magnitud es proporcional
a la concentracién y carga de la especie, mientras que el potencial al cual aparece el pico
depende de la hidrofobicidad de la sustancia transportada. De este modo, se puede
postular como hipétesis que esta metodologia permitira distinguir, a través de la magnitud
de la corriente y el potencial voltamétrico, la transferencia de la especie monomérica o de
la micela. Del mismo modo, de la observacién del barrido inverso de potencial, sera

posible estimar si la micela es estable en fase orgéanica o bien si se desestabiliza para

formar otro tipo de estructuras.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

El objetivo general de la presente tesis pretende contribuir al conocimiento del
comportamiento interfacial de surfactantes de diferente naturaleza, y de los agregados
formadas por éstas, como micelas, en interfaces liquidas simples o modificadas con

peliculas de fosfolipidos y bajo accién de polarizacién eléctrica.
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1.2.2.  Objetivos especificos

e Estudiar la transferencia electroquimica y la adsorcion en interfaces
liguido/liquido, de  surfactantes anidnicos como los  &cidos
perfluoroctanoico, perfluorononanoico y perfluorodecanoico. Evaluar la
posibilidad de determinar concentraciones micelares criticas a través de
los pardmetros electroquimicos;

¢ Analizar la interaccion de estos surfactantes y sus micelas con monocapas
de fosfolipidos adsorbidas en interfaces agua/aire y posteriormente en
interfaces liquido/liquido polarizadas;

e Estudiar la capacidad detergente de estos surfactantes perfluorados sobre
vesiculas de distintos fosfolipidos;

e Disefiar métodos electroanaliticos para la cuantificacion de surfactantes
perfluorados en muestras ambientales a nivel trazas;

e Estudiar la transferencia electroquimica y la adsorcion en interfaces
liquido/liquido de surfactantes con actividad farmacolégica como
hexadecilfosfocolina (mitelfosina) y sus micelas. Evaluar la posibilidad de
desarrollar una metodologia electroquimica para su cuantificacién en
solucion;

e Estudiar electroguimicamente la transferencia y adsorcion en interfaces
liquido/liquido del polimero Pluronic F127, el cual es un copolimero
tribloque POE-POP-POE (POE: polioxietileno, POP: polioxipropileno) que
forma micelas con capacidad para incluir y transportar farmacos como

miltefosina.
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Estos objetivos se desarrollaran en los distintos capitulos de la presente tesis:

Luego de la introduccion en el capitulo 1, los capitulos 2,3 y 4 estan destinados a

presentar los fundamentos tedricos, metodolégicos y experimentales.

En el capitulo 5, se describieron los resultados obtenidos para el comportamiento de
surfactantes anidnicos perfluorados en interfaces liquidas como asi también la
determinacion de su concentracibn micelar critica a partir de parametros

electroquimicos.

En el capitulo 6, se analizé la interaccion de estos surfactantes con modelos
de membrana. A su vez, se evalud capacidad detergente de estos compuestos sobre

vesiculas unilamelares de fosfolipidos.

En el capitulo 7, se aplic6 una metodologia para la cuantificacion
electroquimica de surfactantes perfluorados en muestras ambientales basada en el

empleo de una membrana de vidrio que soporta la microinterfaz liquido / liquido

En el capitulo 8, se caracterizé la transferencia electroquimica y la adsorcion en
interfaces liquido/liquido de hexadecilfosfocolina (mitelfosina). Posteriormente se
evalu6 la factibiidad de cuantificar dicha molécula mediante metodologias

electroquimicas.

En el capitulo 9, se muestran los resultados obtenidos para el polimero pluronic
F127. Adicionalmente, se estudid la interaccién de este polimero con miltefosina a

través de metodologias electroquimicas.

Por dltimo en el capitulo 10, se resumen los resultados mas importantes junto

con sus respectivas conclusiones.
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2.1. Interfaz liquido/liquido

Si se ponen en contacto dos solventes de baja (idealmente cero) miscibilidad
mutua, conteniendo cada uno de ellos electrolitos adecuados para aplicaciones
electroquimicas, se genera una interfaz entre los mismos denominada por sus siglas
en inglés ITIES (Interfacial two immiscible electrolyte solutions). En esta Tesis se
trabajo con agua como uno de los disolventes y con 1,2-dicloroetano (DCE), un

solvente organico, inmiscible con agua, con una permeabilidad dieléctrica alta.

Existen numerosos antecedentes de estudios electroquimicos de interfaz
liquido/ liquido. Primeramente se observo el pasaje en simultdneo de electrones e
iones a través de las interfaz agua/ fenol/ agua®. Otros trabajos se centraron en utilizar
este sistema como modelo de membranas bioldgicas o bien en estudios tedricos sobre

23 Posteriormente, se desarrollé un enfoque novedoso para estudiar la

el mismo
transferencia de iones en ITIES, basado en la polarizacion de esta interfaz. El pionero
en este campo fue Claude Gavach quien estudi6 la transferencia de iones por métodos
4-7

electroquimicos . El término ITIES fue acufiado por Koryta, quien continud
desarrollando esta metodologia en diversos trabajos 2°.

Durante la década de 1990 los grupos de investigacion sobre electroquimica en
ITIES crecieron considerablemente, centrando sus estudios en aplicaciones que
resuelvan necesidades especificas, la quimica analitica es una de estas aplicaciones
1011 ) 5 electroquimica en ITIES puede reemplazar a los métodos de electroquimica
tradicional en algunos casos. Esto se debe a que especies idnicas que generalmente

no son detectas por procesos redox pueden ser cuantificadas por esta metodologia,

constituyendo una gran ventaja. Los sensores electroquimicos son muy atractivos
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desde el punto de vista académico y comercial, y se trata de un campo muy dinamico

y en constante crecimiento™?.

Actualmente, los avances principales en este campo, incluyen el desarrollo de

13,15 16, 17

micro y nano interfaz 0 bien arreglos de los mismos , electrocatalisis'®

19, 21

deteccién de moléculas biologicas , sintesis de nanoparticulas®®, sintesis de

22,23

materiales mesoporosos sobre la interfaz , entre otros.

Con respecto a perspectivas futuras, el estudio de electroquimico en ITIES
continua siendo de un interés elevado. Los principales desarrollos estdn enfocados en
el reemplazo del solvente orgéanico por liquidos iénicos ?*, los cuales son mas

amigables con el ambiente como asi también en el desarrollo de sensores

enzimaticos®.

2.1.1 Estructura interfacial y doble capa eléctrica

La primera descripcién de las ITIES utilizé una transposicion directa de los
modelos existentes para interfaz electrodo/solucién. En el caso de interfaz
liquido/liquido, la doble capa eléctrica es una zona de interaccion eléctrica (ibnica y
dipolar) que implica dos regiones extendidas donde se distribuyen las especies
ionicas. La interfaz liquido / liquido es un medio no homogéneo vy, por consiguiente,
una interfaz molecular con caracteristicas dinamicas propias.

Inicialmente, Verwey y Niessen representaron la interfaz como dos capas
difusas, correspondientes una a cada fase, en las cuales existe un exceso de carga
espacial con respecto al seno de cada una de las ellas. Las capas difusas se
describen en términos de la teoria de Gouy-Chapman, y se considera el limite entre

los dos liquidos como una superficie que separa las dos regiones. Muchos estudios,

10
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27

I?® y capacitancia %,

en los cuales se realizaron mediciones de tension superficia
informaron resultados compatibles con el modelo de Verwey-Niessen a potenciales
cercanos al punto de carga cero. Posteriormente, Gavach propuso una maodificacion
de este modelo?® introduciendo el concepto de una capa compacta libre de iones,
constituida por moléculas de ambos solventes, que separa las dos capas difusas
(Figura 2.1). Z. Samec y colaboradores, propusieron que los iones pueden penetrar en
la capa interior hasta una cierta distancia®®. H. H. Girault y D. Schiffrin sugirieron que la
region interfacial consiste en una capa interna en la cual se mezclan los solventes, y
los iones pueden penetrar y adsorberse en esta region debido a la neutralizacion
de carga interfacial con iones de la otra fase. Este modelo fue apoyado por W.
Schmickler *, quien, mediante célculos tedricos, sugirid que el espesor de la capa
interna depende de la miscibilidad de los dos disolventes. Se ha verificado la
existencia de una capa interna de un espesor aproximado de 1 nm mediante
experimentos de reflectividad de neutrones *, de elipsometria ** y  por los
estudios de M. L. Schlossman y colaboradores, quienes determinaron el perfil de
distribucién i6nica en ITIES usando reflectividad de rayos X *. Mas alla del
modelo de doble capa, hay que tener en cuenta que el comportamiento
experimental depende de la naturaleza de los solventes utilizados y de la composicion

quimica del sistema *.

Figura 2.1: Representacion
esquematica del modelo de
capa mixta de solventes, de la
distribucion de potencial ( ¢ )
en la regién interfacial y del
cambio de potencial quimico
en términos de la energia de

/f ~ oW Gibbs. (@) moléculas de
1 solvente orgénico, (o)
o / AL moléculas de agua. Grafico
2 extraido de la referencia *
0,0

i 0,w—o
AG.

Fase Capa difusa Capa difusa Fase
Orgénica Orgénica Acuosa Acuosa

O,w

1

11
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2.2. Termodindmica en interfaz liquido/liquido

2.2.1 Significado fisico de la diferencia de potencial interfacial

Teniendo en cuenta que la diferencia de potencial eléctrico entre dos fases
(Potencial de Galvani, A° @ = @° — @" Figura 2.1) es un parametro muy importante

para definir los aspectos termodinamicos de las interfaz liquido/liquido, en esta seccién
w

se explica brevemente el significado fisico de A’ @. La diferencia de potencial en ITIES
comprende dos contribuciones, la de la capa interna y la de ambas capas difusas. La
w
primera surge de la presencia de una capa de dipolos moleculares orientados, y de la
adsorcion de los iones presentes. La capa difusa est4 formada por iones disueltos a
temperatura ambiente, que son atraidos a la interfaz intrinsecamente cargada, y la
diferencia de potencial a través de ella puede ser tan alta como 0,500 V ** %. Por otro
lado, la caida de potencial en la capa interna compacta, puede tomar valores hasta 100

37,39.

veces mas pequefios La adsorcion especifica puede aumentar sustancialmente

la diferencia de potencial en la capa compacta.

La diferencia de potencial a través de la capa compacta de dipolos moleculares
orientados, es casi independiente de la composicién del electrolito, mientras que el
potencial en la capa difusa esta fuertemente afectado por la fuerza i6nica del medio. La

suma de las caidas de potencial en las capas compacta y difusa, dan lugar a la

diferencia de potencial de Galvani A‘;(D entre las dos fases.

12
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2.2.2 Ecuacion de Nernst en interfaces liquido / liquido

w
Una vez discutido el significado fisico de A° @ (seccién anterior), derivaremos a

w
continuacion, la relacién entre A° @ y la concentracion de especies en solucion para la

situacion de equilibrio. Para esto, vamos a considerar dos soluciones electroliticas

inmiscibles, fase organica y acuosa, indicadas por los indices "0" y "w",

respectivamente. Ambas soluciones contienen la especie i6nica "i". La condicion de

equilibrio establece que:
=iy Ec. 2.1

Donde "y fif representan los potenciales electroquimicos en cada fase, es

decir, el trabajo requerido para transferir el ion i desde el vacio a la fase
correspondiente. A su vez, el potencial electroquimico se puede separar en las

contribuciones quimicas y eléctricas:

af = uf + z,Fo“ Ec.2.2
uf = p)* + RTIna¥ Ec. 2.3

donde z; es la carga del ion i, ui* es el potencial quimico de i en la fase a (0 0 w),

,u?’“ es el potencial quimico estandar de i en la fase a, @ es el potencial de Galvani
de la fase a, F es la constante de Faraday, al-“es la actividad de i en dicha fase, R la

constante de los gases ideales y T la temperatura absoluta. Combinando las

ecuaciones 2.2y 2.3, se puede escribir:

A% = ud® + RTLna¥ + z;Fp* Ec. 2.4

13
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Asi, con el uso de la Ec. 2.4 y la condicion de equilibrio en interfaz liquido/liquido (Ec.

2.1) se obtiene:
M?.W + RTLna + z;F@¥ = ‘u?’o + RTLna + z;F@° Ec. 2.5

Reordenando esta expresion se obtiene:

(u’—pu™) + RTLn (Z—W) = —z;FA, D Ec.2.6

14

o,w—o0

. _ ,,00 o,w ; .
Teniendo en cuenta que AG,,; = p; — ;" , se obtiene:

AGEYT®  RT a?
AP =——E— — —In(-L Ec. 2.7
ZiF ZiF a;

Donde AG,f)T"Ai’_’oes la energia libre estandar de Gibbs de transferencia de iones desde

la fase w a la fase o, que viene dada por la diferencia de la energia libre de Gibbs de

solvatacion de iones en las dos fases. Entonces, el potencial estandar de transferencia

de i, A%,0?, se puede definir como:

AGQW%O

A,PY = —fZ—F Ec. 2.8

Por lo tanto, la ecuacién de Nernst para la transferencia de iones a través de ITIES es:

22,0, = 25,09 — X (—W) Ec. 2.9

2.2.3 Escala de potencial

El potencial estandar de transferencia Aﬁ,@? no puede medirse directamente y

se deben usar suposiciones de caracter no termodinamico si se pretende trabajar en

14
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este tipo de escalas de potencial. El método mas comunmente utilizado para calcular

diferencias de potencial de Galvani es la suposicibn de que las energias de

o,w—o0

transferencia estandar de Gibbs del cation tetrafenilarsonio (TPhAs®), AG rppast Y

del anion tetrafenilborato (TPhB), AGtOr’:AT’;,‘fB_ , €n un par cualquiera de disolventes,

son iguales debido a que sus tamafos y estructuras quimicas son similares (Figura
2.2), y a que la carga de ambos iones se encuentra igualmente apantallada por los
grupos fenilo. En consecuencia, sus energias de solvatacion pueden ser consideradas
de igual magnitud, lo que resulta en la igualdad de las energias de transferencia de

Gibbs para cualquier par de solventes:

0,w—o _ owoo _ 1 0,w—o
AGtT,TPhAS"' - AGET,TP!‘LB_ T2 AGtT,TPhASTPB Ec. 2.10

Sin embargo, cabe aclarar que no se tienen en cuenta pequefias diferencias
como las longitudes no equivalentes de los enlaces C-As y C-B, y la carga de distinta

naturaleza que poseen. De esta manera, a partir de las energias libres de

. . ., . 0.w—o 0O,w=0
transferencia de cualquier i6n, referidos a los valores de AGwrrhs- 0 AGirenast, se

obtienen los potenciales de transferencia estandar de ese idn en un par de solventes

determinados.

15
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Figura 2.2: Estructura quimica de tetrafenilborato de
tetrafenilarsonio. (TPhAsSTPhB).

H.H. Girault y D. Schiffirin® propusieron otra manera de definir la escala de
potenciales estandar utilizando el potencial de carga cero (pzc) como el punto cero, ya
que la contribucién dipolar a la diferencia de potencial de Galvani en el potencial de
carga cero, @,,c, €s despreciable. El valor de pzc se puede obtener facilmente mediante

curvas de electrocapilaridad, determinando el potencial en el maximo de las curvas.

2.3. Ventana de potencial

Las interfaces liquido / liquido, al igual que la interfaz electrodo/solucién, son
idealmente polarizables en un intervalo limitado de potencial. En dicho intervalo, la
diferencia de potencial en ITIES, aplicada a través de una fuente externa, genera una
densidad de carga superficial, por acumulacién de iones que componen los electrolitos
presentes en cada fase, a ambos lados de la interfaz, sin que ocurran procesos
faradaicos de transferencia de carga. Cuando el potencial aplicado alcanza valores
positivos 0 negativos altos, la energia involucrada es suficiente para producir la
transferencia de iones a la fase adyacente. En este caso, la transferencia de iones

desde una a otra fase genera una corriente de transferencia de carga, la cual altera la

16
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composicion quimica de las fases en la region interfacial, de manera que la interfaz se
convierte en idealmente no polarizable. El intervalo de potencial limitado por la
transferencia de los iones que componen el electrolito soporte se denomina "ventana

de potencial" y se describe esquematicamente en la Figura 2.3.

i P interfaz W (Fr (31 (5
idealmente no 0
polarizable

Interfaz idealmente polarizable
A cmeP A° O
[ I | W -

-

lﬁ_l

Interfaz
Idealmente no
polarizable

Figura 2.3: Esquema de procesos interfaciales dentro de la
ventana de potencial.

Por convencidn se define como corriente positiva a la transferencia de cationes
desde la fase acuosa a la organica o de aniones desde la fase orgénica a la acuosa y
viceversa para la corriente negativa, como puede observarse en los esquemas

incluidos en la Figura 2.3.

Esta ventana de potencial determina el intervalo de potencial de trabajo, dentro
del cual se pueden estudiar los procesos de transferencia faradaicos de sustancias de
interés. La ventana de potencial puede ser ampliada mediante el uso de electrolitos
soporte  muy hidrofébicos o hidrofiicos en la fase organica y la acuosa,
respectivamente, ya que este tipo de sales poseen iones que requieren de la

aplicacion de altos valores de energia para ser transferidos a la fase adyacente.

17
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2.4. Transferencia de carga a través de la interfaz

liguido/liquido polarizada

2.4.1 Transferencia directa de iones

Este modo de transferencia de carga es quizds el mas simple de todos, e
involucra la transferencia de un i6n presente en la fase acuosa hacia la orgénica (o
viceversa), cuando se aplica una diferencia de potencial interfacial adecuado, dentro

de la ventana de potencial:

+ gt
Al =AY, Ec.2.11

El proceso de transferencia de A" desde la fase acuosa a la orgénica involucra
varias etapas. En primera instancia tiene lugar el transporte de masa de la especie A"
desde el seno de una de las fases a la interfaz; en segundo lugar, ocurre la reaccion
de transferencia electroquimica, donde la especie i6nica atraviesa la interfaz, y por

Gltimo, la transferencia de masa de la especie idnica A" hacia el seno de la otra fase.

2.4.2 Transferencia facilitada de iones

La primera reaccion de transferencia facilitada de iones en interfaz liquido /
liquido, se informé en 1979 en los trabajos de J. Koryta, quien estudié la transferencia
de los iones potasio y sodio facilitadas por un antibiético natural y un ligando,
respectivamente®®. Desde ese momento, se han estudiado y publicado diferentes
mecanismos de transferencia de iones facilitada por ligandos de distinta naturaleza

presentes en la fase organica.

18
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Las propiedades fisicoquimicas del ligando (constante de particion, carga,
actividad acido-base, etc.), asi como su capacidad quelante hacia un catién especifico
(constante de formacién de complejos en las dos fases y estequiometria de los
complejos formados) determinan la naturaleza del proceso de transferencia de carga a

través de interfaz liquido / liquido™.

El potencial de una transferencia ionica facilitada brinda informacion acerca de
la hidrofobicidad del ligando, de la estequiometria y constante de formacion del
complejo, mientras que los estudios cinéticos aportan informacion relativa al
mecanismo de transferencia de carga. Y. Shao y colaboradores* han propuesto una
nueva terminologia que permite identificar el tipo de mecanismo en estudio,

pudiéndose distinguir cuatro tipos de reacciones (Figura 2.4).

El mecanismo ACT (Aqueous Complexation followed by Transfer) fue
propuesto por S. Lin y colaboradores*, en el cual, si el ligando se disuelve en la fase
orgénica, la reaccién de transferencia facilitada de iones se llevaria a cabo a través de
la difusién y particion del ligando desde la fase organica a la acuosa, seguido por la
formacion del complejo en la fase acuosa y la transferencia del ion acomplejado. Este
mecanismo solo es viable si el ligando es también soluble en agua.

3 propusieron el mecanismo TIC (Transfer by

T. Kakutani y colaboradores
Interfacial Complexation), que consiste en la formacién del complejo en la interfaz,
posterior a la transferencia del i6bn. Este mecanismo se ve favorecido por relaciones de
concentracion tales que el ion en la fase acuosa se encuentre en exceso en
comparacion con la concentracion del ligando en la fase organica. EI mecanismo

reverso de un TIC es una transferencia por disociacion interfacial TID (Transfer by

Interfacial Decomplexation).

19
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El cuarto mecanismo, TOC, (Transfer followed by Organic Complexation),
consiste en la transferencia de iones, seguido por la formacion de complejos en la fase

organica.

AET e

r.:.;(_j
+
@
'
©
)—@

Figura 2.4: Representaciones esquematicas de las diferentes vias de reaccion para los
procesos de transferencia facilitada de iones. Gréafico extraido de la referencia *°.

2.4.3 Transferencia de electrones

Ademas de la transferencia de iones a través de la interfaz liquido/liquido, se
han postulado procesos que implican la transferencia de electrones. Tales procesos
requieren un sistema redox en cada una de las fases, capaces de reaccionar uno con
otro bajo condiciones de polarizacién interfacial, dando como resultado la transferencia

de electrones a través de la interfaz.

Teniendo en cuenta esta separacion de especies rédox entre las dos fases, el proceso

que ocurre puede esquematizarse como sigue:

1 2 . pl 2
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En comparacion a las publicaciones sobre transferencia de iones simple o
facilitada, existen pocos reportes sobre transferencia de electrones a través de la
interfaz liquido/liquido **. Las principales dificultades que surgen cuando se pretende
identificar un proceso de transferencia electrénica se deben a la eleccion del sistema
bajo estudio, como la estabilidad de las especies redox en cada fase y la naturaleza de

los electrolitos soporte, ya que pueden involucrar reacciones redox paralelas.

2.5. Interfaz agua/ aire

En el seno de un liquido (por ejemplo, agua), las moléculas que lo componen
estan rodeadas de otras de su misma especie, y las fuerzas de interaccién entre ellas
son iguales en todas las direcciones. Sin embargo, las moléculas que se encuentran
en la superficie del liquido (asi como ocurre en la interfaz entre dos liquidos
inmiscibles) estan sujetas a una fuerza neta, porque las fuerzas de atraccion ejercidas
por las moléculas del seno del liquido son diferentes a las ejercidas por las de la fase
vapor (Figura 2.5). Este desbalance de fuerzas se traduce en una energia libre de
Gibbs interfacial. Como la energia libre de las moléculas en la interfaz es mayor que
en el seno de la solucidn, el liquido tiende a contraerse para minimizar la superficie
expuesta. Una expansiéon de dicha superficie de contacto (AA) requiere de un trabajo

proporcional a dicha expansién (W) de acuerdo a:

W =Y.AA Ec. 2.13

Donde Y es la tension superficial y tiene unidades de [fuerza]/[longitud] (ej.:

N/m). Cuanto menor es y, menor es el trabajo necesario para aumentar la superficie.
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Las moléculas de naturaleza anfifilica, pueden concentrarse en la superficie formando
peliculas mono o multimoleculares disminuyendo la tension superficial y generando

una presién superficial “1m”’, que se define como:

m=Y’-Yy Ec. 2.14

donde Y° es la tension superficial del liquido puro y Y es la tension superficial en

presencia de la pelicula. De esta manera, un aumento de 11 involucra una disminucion

de Y. Puede decirse que la presion superficial es una medida de la energia cohesiva

presente en la interfaz.

Cualquier sustancia tensioactiva tiende a acumularse en la interfaz aire-agua
formando peliculas monomoleculares que se denominan monocapas. Dependiendo de
la naturaleza y concentracién de la sustancia tensioactiva, estas peliculas seran
expandidas o condensadas. Las sustancias de alto peso molecular con actividad
interfacial, como proteinas y polisacaridos, pueden acumularse en la interfaz gracias a
que presentan en su estructura cantidades significativas de grupos polares y
nopolares. Sin embargo, si se alcanza una determinada concentracion se pueden
formar agregados en la solucién. En este punto se da un equilibrio entre las moléculas
gue hay en solucion y las que permanecen adsorbidas en la superficie. Ademas,
dichas interacciones dependeran del pH, la fuerza ibnica, la temperatura, y la

composicion de la subfase acuosa.
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Figura 2.5: Fuerzas de interaccion
entre moléculas en el seno de la
solucién (A) y la interfaz (B).

Molecula en la superficie

Molécula en el interior
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Capitulo 3: Comportamiento de surfactantes en solucidén y en
interfaces

3.1 Introduccion

El término surfactante es un neologismo adaptado de las palabras
inglesas “Surface active agent”. Los surfactantes son moléculas anfifilicas, ya que
poseen una region polar o soluble en agua (cabeza polar) y una regiéon no-polar
generalmente formada por cadenas carbonadas (cadenas hidrofobicas)!. Estas
caracteristicas de las moléculas de surfactantes les dan una gran variedad de
propiedades, conectado dos caracteristicas claves: adsorcién en interfaces y auto-

organizacién en solucion.

Los surfactantes constituyen una gran gama de productos quimicos utilizados a
nivel industrial como agentes de limpieza en jabones y detergentes, asi como
en preparaciones de cosméticos, farmacos, productos alimentarios y en
procesos industriales como la petroquimica, cromatografia, andlisis de suelos,
catdlisis, entre otras. Su amplio uso se debe a su notable influencia en las

propiedades de superficie e interfaz.

Laughlin define a los surfactantes como: un anfifilo que disminuye la
tension superficial y que, ademas, forma agregados coloidales, ya sean cristales
liquidos o micelas, en presencia de cantidades variables de agua®. En la actualidad
el término surfactante hace referencia al conjunto de sustancias que, estando
en bajas concentraciones en un sistema, tiene la propiedad de adsorberse en la

superficie o interfaz de ese sistema y alterar marcadamente la tensién superficial

o interfacial, dependiendo de cuél sea el caso *.

Existen diversas clasificaciones para los surfactantes, una de las

mas aceptadas los diferencia entre i6nicos y no-iénicos, propuesta por Y.Nakama®.
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Los surfactantes no-ibnicos no se disocian en iones en solucion acuosa,
mientras que los iénicos si lo hacen y se subclasifica segun el tipo de su grupo
hidrofilico. Los surfactantes aniénicos donde el grupo hidrofilico se disocia en aniones
en solucibn acuosa, surfactantes cationicos que se disocian en cationes y

surfactantes anfotéricos que se disocian en aniones y cationes dependiendo del pH.

Algunos grupos hidrofilicos comunes son: carboxilatos (—COQO™), sulfatos (—

0S03), sulfonato (SOs;7), carboxibetaina (-NR2CH.COO™), sulfobetaina (-

N(CHj3)2.C3HeSO3™) y amonio cuaternario (-RsN*). En la Figura 3.1 se muestra una

representacion esquematica de cada tipo de surfactante.

Surfactantes no- idnicos

CH5CH,.... CH,CH,  (OCH,CH,)H

Surfactantesanionicos

CH3CH2.... CH2CH2 0503-

Surfactantescationicos

CH,CH, . CH,CH, | NH,*

Surfactantesanfotéricos

CH3CH2.... CH2CH2 NH2+C COO-

Figura 3.1 Clasificacion de los surfactantes en funcién de su grupo
polar.

Otra clasificacibn complementaria surge en base al desarrollo de nuevos
surfactantes que poseen mas de un grupo polar y mas de una cadena hidrofébica.
Dependiendo de la cantidad de cadenas hidrofébicas y de su disposicidbn geométrica,

se clasifican en cuatro grupos de surfactantes® (Figura 3.2):
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2
L X4

R
L X4

Surfactantes convencionales: Presentan una estructura clasica compuesta
de un grupo idnico o polar y una cadena hidrofébica.

Surfactantes bolaform: Compuestos por dos cabezas hidrofilicas unidas por
una o varias cadenas hidrofobicas. Presentan actividad biolégica y son
promotoras de la formacién de monocapas ultrafinas.

Surfactantes gemini: Compuestos diméricos con dos cadenas hidrofébicas y
dos grupos ibnicos unidos por un espaciador (rigido o flexible). Estos
compuestos exhiben una variedad Unica de propiedades de agregaciéon y de
actividad superficial, se encuentran entre las sustancias quimicas mas
versatiles, como potenciales vehiculos para el transporte de moléculas
bioactivas.

Surfactantes multiarmados polivalentes: Poseen mdltiples cadenas

hidrofébicas y varios grupos hidrofilicos interconectados por un espaciador

multiple rigido o flexible.

Figura 3.2 Clasificacion
X complementaria de los
Convencional Bolaform surfactantes en funciéon de su
geometria.
Gemini
2
Multiarmado
© cabezapolar
B ® espaciador
-~~~ cola hidrofobica

Se han desarrollado diversas metodologias para la sintesis de surfactantes,

entre las cuales se puede mencionar las técnicas quimicas” ?, las que utilizan fuentes

renovables %! o bien por sintesis de microorganismos !> 3(biosurfactantes).
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Existe un gran interés por los sistemas micelares debido a sus diversas
aplicaciones industriales, asi como su uso como modelos de sistemas bioldgicos, lo
cual justifica ampliamente el estudio del comportamiento de surfactantes en solucion,
en interfaces y posterior caracterizacion de sus agregados.

En las secciones posteriores de este capitulo se describen las propiedades
fisicoquimicas de los surfactantes y su comportamiento en solucion (seccién 3.2); la
adsorcion de estas moléculas sobre interfaces liquido/aire (seccion 3.3) y, por ultimo,
en la seccion 3.4, se mencionan antecedentes del comportamiento electroquimico de

surfactantes en interfaces liquido/ liquido.

3.2. Comportamiento de surfactantes en solucion

Los surfactantes presentes en soluciébn acuosa a bajas concentraciones, se
encuentran como especies mono moleculares (mondmeros), las cuales se
distribuyen de acuerdo a un equilibrio de adsorcion entre el seno de la solucion y la
superficie. Sin  embargo existen algunos tipos de tensioactivos que, de
acuerdo a su naturaleza, son capaces de formar estructuras de dos o tres
unidades de monémeros (dimeros o trimeros) 4. Este comportamiento se debe
principalmente a Interacciones de van der Waals entre las cadenas

hidrocarbonadas que componen el surfactante. Si la concentracion del

surfactante aumenta, se forman agregados de tamafio coloidal
constituyendo estructuras  auto ensambladas denominadas micelas®®. El tamafio
y forma de estos agregados depende de diferentes factores que seran
explicados mas adelante. El valor de concentracion al cual ocurre la formacién
de estas estructuras se denomina “Concentracion Micelar Critica” (CMC) y se
define como la concentraciébn minima de surfactante a partir de la cual se forman

micelas espontaneamente en una disolucion”.Ademas de estas estructuras se
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pueden formar otros tipos de agregados con distintas disposiciones moleculares como
vesiculas '®.Puede ocurrir que ante un aumento de la concentracion de surfactante
0 disminucioén de agua en la  solucion, se formen estructuras
supramoleculares  denominadas fases lamelares!’. La micelizacion es el
resultado de dos efectos opuestos: por un lado, las cadenas tienden
a autoensamblarse para evitar el contacto con el agua (efecto hidrofobico), y por
otro lado, la proximidad de las cabezas polares al formarse la micela,
conduce a su desestabilizacién debido a las repulsiones electrostaticas®. Si el
efecto hidrofébico es mayor, la disposicion del surfactante sera la que minimice el
grado de contacto de las cadenas con las moléculas de agua, resultando en la
formacion de la micela’®. Es decir, la fuerza impulsora para que ocurra la
micelizacion es el efecto hidrofébico, que a su vez dependera principalmente de
la naturaleza del surfactante?®. Cabe aclarar que las micelas no son
entidades estéticas, sino que estan en constante equilibrio con los

mondmeros que las componen en solucién.

En la Figura 3.3, se esquematiza el comportamiento de surfactantes

en solucion en funcion de su concentracion en el medio y de la temperatura.
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Figura 33 Comportamiento
del surfactante en solucién.

Formacion de giferentes estructuras

dependiendo de la concentracion y la

Solucion micelar| Fasemedia  Face lamelar temperatura. Figura adaptada de la cita
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Como se observa, ademas de la concentracion, la temperatura juega un papel
importante con respecto a la formacion de agregados. Existe una temperatura critica,
de forma similar a lo que ocurre con la CMC, necesaria para que se formen micelas,
por encima de la CMC. Es decir, debajo de esta temperatura, denominada temperatura
de Krafft?, no se forman micelas. Todos los surfactantes i6nicos tienen una

temperatura de Krafft 22,

Con el objeto de sistematizar la relacion entre la estructura de los surfactantes
y la conformacion de estructura micelar generada, se introduce el parametro de
empaqguetamiento critico, Cpp (por sus siglas en ingles critical packing parameter).
Este parametro permite realizar una estimacioén teérica de la geometria del agregado y

se define como:

v

Cpp = Ec. 3.1

aolc

Donde, v es el volumen ocupado en la micela por la parte lipofilica del
surfactante, . es el largo promedio de la cadena hidrofébica ya, es el area 6ptima
disponible por molécula de sustancia anfifilica. El valor del area, que da la menor
entalpia libre por molécula, depende tanto de las caracteristicas geométricas de la

molécula como de la temperatura, de la concentracion de la sustancia anfifilica y de la
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fuerza iénica del medio. Para el caso de cadenas hidrocarbonadas saturadas se han

desarrollado las siguientes relaciones:
v = 2744+269n Ec. 3.2
l.=15+1,265n Ec.3.3

Donde n es el numero de atomos de la cadena. En funcion del valor de Cpp
gue se obtenga a partir de la Ec 3.1 se puede estimar el tipo de estructura que forma
un determinado surfactante . En la tabla 3.1 se muestran valores de Cpp con su

correspondiente forma geométrica.

3 o
Anfifilo Parametro Critico de . Cntl(? de Estructuras Formadas

3 Empaquetamiento
Empaquetamiento

Micela
Esférica
Anfifilos de una [&

cadenay cabeza <0,33 ?

polar grande

jp— Micela
\ Cilindrica
Anfifilos de una

cadena y cabeza 0,33-0,5
polar pequeiia < !

=

Lipidos de
doble cadenay

cabeza polar
grande 0,5-1,0

Bicapa Lipidica
Lipidos de H
doble cadenay
cabeza polar
pequeia

1,0

Anfifilos de
cabeza polar
pequeiiay
cadenas de gran > 1,0
volumen

Tabla 3.1 Conformaciones esperadas de los surfactantes en funcién del valor del
pardmetro de empaquetamiento critico. Figura extraida de la cita 22
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3.3. Adsorcion de surfactantes en interfaces

liquido / aire

La tension superficial de un liquido en una interfaz liquido / gas es la energia libre de
superficie por unidad de area (mientras que, por convencion, la tension interfacial se refiere
a interfaces liquido-liquido o liquido-sélido). La tensién superficial del agua pura es de

aproximadamente 72 mN m* a 298 K.

En la Figura 3.4, se muestra la disposicion que adoptan los surfactantes cuando se
adsorben en la interffaz agua/aire. Como se observa, las moléculas de tensioactivo se
ubican con las cabezas polares hacia la fase acuosa y las cadenas hidrofobicas hacia el

aire.

Figura 3.4 Disposicion de los surfactantes en la interfaz liquido/ aire. Los grupos polares se orientan
hacia el liquido y las cadenas hidrofébicas hacia el aire.
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Los surfactantes, como se menciond anteriormente, disminuyen la tension superficial
de la interfaz agua/ aire. De esta manera disminuyen el trabajo requerido para expandir
dicha superficie. Una de las propiedades mas comunes a la hora de caracterizar un
surfactante, es el grado de disminucién de la tensién superficial que produce en la interfaz

agualaire®*,

En la Figura 3.5, se muestra el cambio en la tension superficial conforme aumenta la
concentracion de surfactante. La tension superficial se reduce a medida que las moléculas
de surfactante se adsorben a la interfaz agua/aire ?°. Este comportamiento cambia cuando
se alcanza la CMC, en este punto el nimero de moléculas de surfactante absorbidas en la
interfaz permanece constante en la interfaz, ya que en solucién se establece el equilibrio

monomero S micela y, por tanto, la tension superficial no cambia, observandose la meseta

de la Figura 3.5. El valor de tension superficial donde esto ocurre se denomina Ycmc.

monomeros .\;\. ‘\l;\‘.
/

t o/ e e @
o

micelas

Tension superficial

Concentracion de surfactante

Figura 3.5 Determinacion de concentracién micelar critica (CMC) a partir del
cambio en la tension superficial.
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Estudiando el comportamiento interfacial de los surfactantes, es posible obtener
informacién importante sobre sus interacciones, formacién de agregados, cinética de las
reacciones quimicas y de procesos tanto en superficie como en solucién?®. Estos aspectos
son muy importantes ya que tienen un estrecho vinculo con las diversas aplicaciones
tecnolégicas de estas moléculas, entre las cuales se destaca la produccién de

emulsificados en la industria farmacéutica, alimentaria, minera o de petrdleo.

3.4. Antecedentes del estudio de surfactantes en
interfaces liquidas

El comportamiento de surfactantes en interfaces liquido/ liquido, es similar
al observado en interfaces liquido/ aire. En este caso, el surfactante se adsorbe en la
interfaz con las cabezas polares orientadas hacia la fase acuosa y las cadenas
hidrofébicas hacia la fase organica, disminuyendo la tensién interfacial. La arquitectura
del surfactante y su rigidez son las principales caracteristicas que controlan su

comportamiento interfacial ?°,

Existen antecedentes del estudio de surfactantes en interfaces liquido/
liquido, siendo las més numerosas aquellas en las cuales se utilizan moléculas de
fosfolipidos 273!, debido a su interés tanto en el campo industrial como académico, ya
gue las monocapas de fosfolipidos pueden adoptarse como modelos simplificados de
membranas bioldgicas. La transferencia de iones a través de la interfaz entre dos
soluciones de electrolitos inmiscibles (ITIES) ha recibido un interés creciente en el
campo de la electroquimica, extraccion liquido/liquido y transporte de membrana 2. El
empleo de surfactantes en ITIES permite la deteccion de moléculas de interés, como

proteinas, péptidos, aminoacidos,
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farmacos, neurotransmisores o ADN ya que se adsorben en la interfaz, interaccionan con

la molécula de interés y amplifican la sefial electroquimica 3.

La deteccion electroquimica de proteinas en presencia de surfactantes es una de
las aplicaciones mas recientes en ITIES. En este caso, las proteinas estan presentes en la
fase acuosa y los tensioactivos anionicos se disuelven en la fase organica. Los
surfactantes anidnicos facilitan la transferencia de la proteina a través de la interfaz, dando
lugar a una corriente, que puede ser utilizada como sefial analitica. Esto se debe a que las
moléculas de tensioactivo, actian como ionéforos permeabilizando la interfaz y de esta
manera facilitando la transferencia de las proteinas. La presencia de surfactante mejoro la

sefial en un factor 6 en comparacion con la sefial obtenida en ausencia de surfactantes .

Osaka y colaboradores, han investigado el uso de una variedad de surfactantes para la
deteccion de moléculas bioldgicas como citocromo c, ribonucleasa A, lisozima, albamina,
mioglobina y a-lactoalbimina *. Los autores sugieren que los surfactantes aniénicos
interactian con la porcién positiva de las macromoléculas biolégicas formando pares
i6nicos en la interfaz que amplifican la sefial electroquimica. La técnica empleada en este

caso es voltametria ciclica.

Una aplicacion muy interesante de los surfactantes en interfaces liquidas es la
sintesis de nanoparticulas metdlicas. Existen numerosos ejemplos recientes
de organizacion de nanoparticulas de tamafio uniforme en arreglos ordenados
0 superestructuras. En estos casos se utiliza el método de autoensamblaje
cooperativo asistido por surfactantes que actian como molde para la formacién de
nanoparticulas %', Los surfactantes presentes en la fase organica migran hacia la
interfaz, donde asisten a la formacién de nanoparticulas hidrofilicas cuyos precursores se
encuentran presentes en la fase acuosa. En general, las nanoparticulas recubiertas

con surfactante quedan asi funcionalizadas para aplicaciones especificas.
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La voltametria ciclica en las interfaces liquido / liquido también ha demostrado
ser una herramienta valiosa para dilucidar la formacién de complejos, y para obtener datos
termodinamicos y cinéticos de la transferencia de iones. Esta técnica ha permitido estudiar
la interaccion de polielectrolitos o polimeros con surfactantes en interfaces liquido / liquido.
La importancia de conocer estas interacciones radica en las numerosas aplicaciones que
involucran a ambos tipos de moléculas, como liberacién controlada de drogas, productos
alimenticios o de cuidado personal, entre otras %. En estos estudios, el analisis se basa en
los cambios producidos por la presencia de polimero en la corriente voltamétrica de
transferencia a través de una monocapa de surfactantes (fosfolipidos) adsorbida en la
interfaz. Esta técnica permitié dilucidar que el efecto hidrofébico juega un papel importante

en la formacion del complejo entre polimero y surfactantes anionicos.

Por altimo, una de las aplicaciones mas recientes y con mejor perspectiva del
uso de surfactantes en ITIES, es la formacion de peliculas mesoporosas sobre la interfaz.
El proceso sol-gel es un método para sintetizar peliculas ceramicas a partir de soluciones
acuosas que contienen precursores de alcoxidos metalicos y un molde (template). Este
método puede considerarse como un proceso de polimerizacion organico o inorganico que
implica la conversion del precursor en una solucién coloidal (sol) y la posterior formacién
de una red integrada (gel). Se pueden usar varios metales como precursores con lo cual, el
proceso sol-gel puede generar una amplia variedad de materiales inorganicos *°. En el
caso de interfaces liquidas, se puede emplear un proceso similar a lo que ocurre con la
técnica de sol-gel: se utiliza un precursor alcoxido en la fase acuosa, mientras que se
agregan surfactantes en la fase organica que funcionan como moldes “°. En la Figura 3.6
se observa el proceso para la formacién de peliculas sol-gel inducidas mediante
voltametria ciclica, a partir de tetraetéxido de silicio (TEOS) presente en la fase acuosa,
utilizado como precursor, y el surfactante cetil trimetil amonio (CTA") presente en la fase

organica .El esquema a la derecha en la Figura 3.6 representa los mecanismos que
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ocurririan en la interfaz durante la formacion de la superficie mesoporosa en distintas
regiones de potencial. En el cuadro 1, al comienzo de la polarizacion, el precursor esta
disuelto en la fase acuosa y el surfactante estd adsorbido en la interfaz. En el cuadro 2,
correspondiente a un potencial aplicado igual a 0,1 V comienza la transferencia del
surfactante desde la fase organica a la fase acuosa (pico negativo en el voltagrama), en
este punto la concentracion de surfactante en la regién cercana a la interfaz es superior a
la CMC, con lo cual se forman micelas. Cémo estas estructuras tienen carga positiva
aceleran la condensacion de los precursores negativos, es decir las micelas actian como
moldes. En el cuadro 3, se invierte el barrido de potencial hacia potenciales mas positivos y
se observa un pico positivo, correspondiente a la transferencia del surfactante desde la
fase acuosa hacia la organica. La interfaz estara completa con la pelicula de silica luego de
un ciclo. Existen numerosas aplicaciones para superficies mesoporosas, entre las cuales
podemos mencionar: sensado de drogas de interés farmacéutico *!, biosensores **

fotoelectroquimica *3, celdas solares #*, adsorcion de nanoparticulas*, entre otras.
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Figura 3.6. (A) Voltametria ciclica durante la electrogeneracion de silica gel en ITIES. Fase acuos:
50mM TEOS y 5m M NaCl a pH=9.5; fase organica: 10 MM BTPPA'*TPBCI"y 14 mi
CTA*TPBCI™; velocidad de barrido 5 mV s™'. Formacion de silica: (1) comienzo de polarizacion, n
hay transferencia; (2) CTA org—ac+ seguido por el auto ensamblado; (3) Deposicion y adsorcié
interfacial de CTA *. Figura extraida de referencia *°.
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En base a lo mencionado en esta seccion, existen numerosos antecedentes del
empleo de surfactantes en ITIES, sustentando la factibilidad del cumplimiento de los
objetivos propuestos en la presente tesis. La mayoria de estos estudios involucran
surfactantes, como fosfolipidos, que se absorben espontdneamente a la interfaz sin dar
lugar a procesos de transferencia de carga. Su aspecto mas estudiado ha sido el efecto
que producen sobre la transferencia de iones, o bien su capacidad de interaccionar con
otras moléculas. En el presente estudio de tesis se pretende avanzar sobre este
conocimiento analizando el comportamiento de surfactantes cuya adsorcién y posterior
transferencia genera corriente de transferencia de carga, poniendo énfasis en la

caracterizacion del proceso electroquimico.
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Capitulo 4: Técnicas Experimentales

4. Técnicas Experimentales

4.1. Voltametria Ciclica en interfaces liquidas

De manera similar a la voltamperometria ciclica en interfaces
electrodo/ solucién, se aplica un barrido triangular de potencial a la interfaz liquido/
liquido, por medio de dos electrodos de referencia sumergidos en cada fase,
mientras se registra la corriente que circula a lo largo del sistema, la cual es
detectada por dos contraelectrodos, uno en cada fase. El barrido triangular de
potencial parte desde un valor inicial E;, y nuevamente aumenta linealmente con el
tiempo hasta un valor final E;, para luego disminuir huevamente hasta un valor que
puede ser igual o diferente que Ei. La variacion de E con el tiempo se realiza a

una determinada velocidad de barrido.

Los registros de la variacion de la corriente en funcién del potencial aplicado,
Figura 4.1, se denominan voltagramas o voltamperogramas. En el recuadro de dicha

Figura se muestra la sefial de potencial aplicado.

Figura 4.1 Respuesta
voltamperométrica para la
transferencia de una especie
cationica desde la fase acuosa a la
organica.

10

1/ uA

—

-10 1 1 1
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

E/V

Al aplicar el barrido triangular de potencial en un sistema en el cual ambas
fases solo contienen los electrolitos soporte, se produce el cargado de la doble capa

eléctrica, lo que origina una corriente no faradaica. Cuando el potencial aplicado es lo

41



Capitulo 4: Técnicas Experimentales

suficientemente elevado como para producir la transferencia de los iones del electrolito
soporte desde una fase a la otra, se observa un aumento de la corriente faradaica, a
potenciales extremos, limitando la ventana de potencial de trabajo. Dentro de esta
ventana de potencial la interfaz se comporta como un electrodo idealmente polarizable
(==, Figura 4.1). Si en una de las dos fases se encuentra presente una especie
cargada semihidrofébica, en concentracion considerablemente menor que el electrolito
soporte, con un valor adecuado de energia de transferencia de Gibbs, entonces, a un
potencial determinado dentro de la ventana de trabajo, ocurre la transferencia de esta
especie, y se observa un aumento de la corriente. A un valor de potencial
determinado, la corriente comienza a disminuir, debido a que la cantidad consumida
del ion en la interfaz es mayor a la cantidad que llega a ésta por difusion, desde el
seno de la solucién, dando lugar a la presencia de picos de corriente positivos y
negativos en las curvas voltamétricas, los cuales se asocian, entonces, a la
transferencia de especies ionicas a través de la interfaz (== Figura 4.1). Los signos de
la corriente de transferencia de iones, se encuentran definidos por convencion,
correspondiendo una corriente positiva a la transferencia de cationes desde la fase
acuosa hacia la organica 6 de aniones en el sentido opuesto, mientras que la corriente
negativa corresponde a la transferencia de aniones desde la fase acuosa a la organica

o de cationes desde la organica a la acuosa.

4.1.1. Respuesta voltamétrica de procesos de transferencia que

involucran especies disueltas

Como se describid en el capitulo 2, el proceso de transferencia de una especie
ionica disuelta en una de las fases, a través de la interfaz, involucra varias etapas. En

primer lugar, ocurre el transporte de masa de la especie desde el seno de una de las
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fases hacia la interfaz, posteriormente, ocurre el proceso de transferencia
electroquimica, en el cual la especie ibnica atraviesa la interfaz, mediada por la
aplicacion de potencial, y por ultimo, ocurre la transferencia de masa de la especie en

cuestion hacia el seno de la otra fase.

Si la primera etapa es la limitante de la velocidad del proceso global de
transferencia, dicho proceso se encuentra controlado por la difusién de la especie
desde el seno de su fase de origen, hacia la interfaz. Por otro lado, la transferencia de

carga puede ser reversible o irreversible.

En bibliografia se encuentran criterios de diagnésticos para identificar los
diferentes procesos electroquimicos que ocurren sobre electrodos soélidos, los cuales

también pueden ser utilizados para caracterizar los procesos que ocurren en ITIES 1.

Los criterios de diagnostico para un proceso electroquimicamente reversible

controlado por difusion son:

e Corriente de pico proporcional a la raiz cuadrada de la velocidad de barrido

ya que la relacion entre estas dos magnitudes esta dada por:

1/2
=) Ec. 4.1

_ 1/2
I, = 0,4463zFAC, D}/ (5

Donde |, es la corriente de pico en amperes, z es la carga de la especie
transferida (x), A es el area de la interfaz liquida en cm? D es el coeficiente de
difusion del ion x en cm?s™? en la fase que corresponda, de acuerdo al signo dela
corriente, C es la concentracion de x en el seno de la fase que se encuentre

inicialmente disuelto y v la velocidad de barrido en V.s™.

e AE, = |EJ —E;7 =%mV , donde Ejy E, corresponden a los

potenciales de pico positivo y negativo.
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'c

e -F 1, donde I; y I, corresponden a las corrientes de pico positiva y negativa.

o E, es independiente de la velocidad de barrido.

La voltametria ciclica puede utilizarse con fines analiticos, ya que si el proceso
de transferencia de la especie cargada a través de la interfaz es reversible y esta
controlado por difusion, la magnitud de la corriente de pico es proporcional a la

concentracion de la especie transferida en su fase de origen, segun la ecuacién 4.1. 1

Por otro lado, a partir del valor de potencial al cual ocurre la transferencia de

un ion, correlacionado con el maximo de corriente, E, se puede obtener el valor del

potencial de transferencia estandar A‘(’,"(Z)?, y por lo tanto, conocer la energia libre de

transferencia estandar de dicho ion. Estos parametros, dependen de la estructura
guimica y de las diferencias en las energias de solvatacion de las especies en ambos

solventes, y permiten establecer escalas de hidrofobicidad de especies ionicas.

Para un proceso electroguimicamente irreversible, no se observa el pico de
corriente en el barrido inverso, lo cual sefiala la dependencia cinética del proceso de
transferencia. Una situacion intermedia corresponde a un proceso cuasi-reversible, en
el cual la separacion en el potencial de los picos aumenta con la velocidad de barrido,

indicando la existencia de un control cinético.
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4.1.2. Respuesta voltamétrica de procesos que involucran

especies adsorbidas.

Ademas de los procesos difusionales descriptos en la seccién
precedente, también pueden ocurrir procesos de adsorcién asociados a la

transferencia de iones a través de la interfaz liquido/liquido.

Wopschall y Shain ? describieron diferentes sistemas electroquimicos en
los cuales el transporte de masa hacia la interfaz ocurre por difusion, pero ademas
puede tener lugar la adsorcién del reactante, del producto, o tanto del reactante

como del producto, en la interfaz electrodo-disolucion.

Figura 4.2: Voltagramas tedricos
para casos que involucran adsorcion.
a) Reactante adsorbido débilmente;
b); Producto adsorbido débilmente

c) Reactante adsorbido fuertemente
d) Producto adsorbido fuertemente.
Se incluye en linea de puntos (- - -)
la respuesta disfusional a modo de
comparacién. Figura extraida de
referencia 2

iRl/ZTI/Z/(nF)3/2A Co *(Don) 1/2

ol 00 -0l 0l 00 -0lI

(E-E;))n, V

Estos autores aplicaron un método numérico para caracterizar
cuantitativamente los parametros de adsorcién del sistema, y a partir de la correlaciéon

entre los pardmetros tedricos y experimentales, fue posible desarrollar criterios de
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diagnostico para la caracterizacion de procesos electroquimicos, a partir de la
variacion de la forma del pico y de la variacion de la corriente con la velocidad de
barrido y la concentracién. En todos los casos se hace referencia a la siguiente

reaccion de reduccion:
O+ne=R Ec.4.2

y se designa corriente catddica a la que se produce por la reduccién de la especie O, y

corriente anédica a la reacciéon en el sentido contrario.

De esta manera, en el caso en que el reactante O se encuentre adsorbido, el
proceso de reduccion ocurrird tanto para la especie O adsorbida como para las que

lleguen al electrodo por difusion.

En presencia de una especie débilmente adsorbida (reactante O o producto R),
los voltagramas exhiben un aumento de las corrientes de pico debida al material
adsorbido, mientras que el potencial de pico es el mismo que se hubiera obtenido para
el caso difusional simple (Figura 4.2, curvas a y b). Por otra parte, si el producto o
reactante estan fuertemente adsorbidos, se observa un segundo pico de corriente, que

puede producirse antes o después del pico normal difusional (Figura 4.2, curvas c y d).

La adsorcion débil de reactante (O) conduce generalmente a un aumento de la
corriente de pico catddico (barrido directo) respecto de la que se obtendria para el
caso difusional, mientras que en el barrido inverso se observa un aumento, aungue no
tan pronunciado, de la corriente de pico anddica, como se muestra en la Figura 4.2,
curva a, ya que durante el tiempo que transcurre entre el proceso catddico y anddico,

la cantidad de especie adsorbida disminuye.

La velocidad de barrido, es probablemente, el parametro experimental mas
importante para diferenciar entre los efectos debidos al reactante adsorbido y los

debidos a material que llega al electrodo por difusién. Esto es asi porque el reactante
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adsorbido constituye una cantidad fija de material, mientras que la cantidad de
reactante que llega a la superficie del electrodo por difusién, es dependiente del
tiempo. A velocidades de barrido suficientemente altas, la cantidad de material que
llega al electrodo por difusion es pequefio en relacion a la cantidad de material
adsorbido que reacciona en la superficie del electrodo, mientras que a bajas
velocidades de barrido la cantidad de material aportado por la difusion aumenta. Por lo
tanto, un aumento de la velocidad de barrido debe causar aumento en la funcion
corriente, como se muestra en la Figura 4.3. La curva C muestra el caso reversible sin
adsorcion, mientras que las curvas A y B ilustran el aumento de la funcién corriente
catédica y anddica, ocasionadas por la adsorcion de reactante, correspondiendo el

voltagrama A, a una mayor velocidad de barrido.

Ademéas de afectar a la altura del pico

catodico, la velocidad de barrido también

o
@®

afecta a la altura del pico anddico. El
aumento en el pico anddico proviene del

material inicialmente adsorbido en la

o
D

superficie del electrodo, que después de la

reduccion comienza a difundir hacia la

o
O

solucion. Si la velocidad de barrido es alta,

l'R]/.?T]/Z/(nF)S/ZA Co *(Dol’l) 172

poca cantidad de la especie reducida

alcanza a difundir antes de invertir el -04r : .
00 -0l
barrido de potencial. Bajo estas (E-E,)n, V

circunstancias, tanto las corrientes de pico

anoddicas como las catddicas conllevan la  Figura 4.3: Voltagramas correspondientes a
reactante débilmente adsorbido. Velocidades de
barrido relativas: A=2.500, B= 100y C=0,1.

contribucién del material adsorbido, dando . : o
Figura extraida de referencia

un valor constante para la relacion de

corrientes de pico anddicas y catodicas (ip)a / (ip)c, pero que por lo general no es la
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unidad, como seria de esperar para el caso reversible sin adsorcion. A velocidades de
barrido bajas, la porciébn de la corriente dependiente de la adsorcién, se hace
despreciable, y se obtienen los mismos resultados que para un caso reversible sin

adsorcion, donde (ip)a/ (ip)c es igual a 1.

Todos los procesos de adsorcion muestran una marcada dependencia no lineal de la
corriente con la concentracién. A medida que la concentracion aumenta, la superficie
del electrodo se encuentra casi saturada, y la carga de reduccion debida al material
adsorbido, se hace constante, mientras que la carga debida al material que llega a la
superficie del electrodo por difusién, continla aumentando con la concentracion. Esto
hace que la fraccion de la corriente de pico debida al material adsorbido, disminuya al
aumentar la concentracion, y los valores de la corriente se asemejen a los de un caso
reversible sin adsorcion. Esta es otra regla importante y general para los casos de

adsorcion: a medida que la concentracion

05
global se incrementa, la adsorciéon pasa a

tener una influencia relativamente menor

en los voltagramas. En el presente caso de

o
O
L]

reactante débilmente adsorbido, para
concentraciones altas, el comportamiento

se aproxima al de una reduccién reversible

'
o
[
-

sin adsorcion.

l-RI/ZTl/Z/(nF)3/2A Cn *(Dnn)l/z

Si el reactante se encuentra

~10p . . . fuertemente adsorbido, la reduccién del
ol (o} -0l

(E-Eyj)n, V

material adsorbido ocurre a potenciales

mayores, debido a la estabilizacién del
Figura 4.4: Voltagramas correspondientes a

producto débilmente adsorbido. Velocidades de  mismo en la Superﬂcie’ observandose dos
barrido relativas: A=4.104 B= 2,5.10°y C= 1.

Figura extraida de referencia 2 . .
picos de corriente en el voltagrama: el
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correspondiente a la reduccién de O proveniente de la difusion y el debido a la
reduccion de O absorbido. Un aumento de la energia libre de adsorcién, producira un

desplazamiento aun mayor del potencial de reduccién de la especie adsorbida.

La adsorcion débil de producto influye en el barrido inverso de los voltagramas,
y tiene poco efecto en la corriente catédica (Figura 4.4). Por otra parte, el pico anddico
aumenta notablemente con la velocidad de barrido y se hace mas agudo. Esto es
debido a que el producto formado en el barrido catdédico se acumula en la superficie
del electrodo y se reoxida en el barrido anddico subsiguiente, aumentando la corriente
anddica. Como es de esperar, un aumento de la velocidad de barrido conduce a un

aumento de la corriente anddica (Figura 4.4 A).

Cuando la reaccioén del electrodo involucra la adsorcién fuerte del producto, el
voltagrama presenta un pico de adsorcion a potenciales menores, respecto del

potencial de pico de difusion normal (Figura 4.2, curva D).

A medida que la energia libre de adsorcién aumenta, la energia requerida para
la reduccion del estado adsorbido se reduce junto con el potencial de reduccion. Por lo
tanto, la separacion de picos esta determinada principalmente por el valor de energia

libre de adsorcién, aunque la concentracion global también influye. A medida que
aumenta el grado de cubrimiento, I', se observa un pico de reduccién cada vez mas

estrecho, pero cuya posicion no cambia. La corriente de adsorcibn aumenta
linealmente con la velocidad de barrido mientras que la de difusién aumenta con v*2,
por lo tanto, con el incremento de la velocidad de barrido, la relacion de altura entre el
pico de adsorcion y el de difusiébn, aumenta. A velocidades de barrido bajas, el

comportamiento se aproxima al de una reduccidn reversible sin adsorcion.

49



Capitulo 4: Técnicas Experimentales

A medida que la concentracion se incrementa, se observa una disminucion relativa en
la altura del pico de adsorcion. Este comportamiento se muestra en la Figura 4.5. La
corriente para el pico de adsorcion disminuye, mientras que la corriente para el pico de

difusion cambia solo ligeramente con la concentracion.

Figura 4.5: Efecto de los pardametros
I'Vv sobre los voltagramas, para el
caso donde el producto es
fuertemente adsorbido. Para las
curvas A, By C, si el valor de T" es
constante, los valores relativos de las
velocidades de barrido son 64:16:1. Si
el valor de v es constante, los valores
relativos de T son 8:4:1. Figura
extraida de referencia 2

o
FS
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)
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()

I-R//_7 T//Z/(”F)3/_’A Co *(Dul’l) 1/2

200 100 o} =100

(E-E;»)n, V

Cuando se consideran las aplicaciones de la voltametria ciclica, es util tener
criterios para determinar si un proceso de adsorcion esta presente, para determinar el
grado en el que estd presente, y el tipo de adsorcién involucrada. En los casos en que
aparece un pre o post-pico, generalmente la presencia de adsorcion serd indiscutible.
En otros casos, no es tan sencillo comprobar la presencia de adsorcién, sobre todo
cuando dicho proceso y el de difusién ocurren simultdneamente, y dan lugar a la
transferencia de carga en el mismo potencial. En estos casos, para detectar la
presencia de adsorcion, se requiere que este proceso contribuya de manera
significativa a la corriente total para las velocidades de barrido y las concentraciones
estudiadas. En estas condiciones hay tres criterios de diagndstico rapidos que se
pueden aplicar. El primero, que es estrictamente cualitativo consiste en observar la
forma general de las curvas de corriente-potencial. Si muestran mas simetria que los
correspondientes a la transferencia de carga sin adsorcion, o aumento de la simetria

con la velocidad de barrido o disminucién de las concentraciones (Figuras 4.3 y 4.4),
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hay razén para sospechar de adsorcion. Los otros dos métodos implican
una determinacion cuantitativa y no se pueden aplicar con certeza si estan presentes
otros procesos (efectos cinéticos, reacciones quimicas acopladas, etc.). Estos
métodos consisten en evaluar la variacion de la corriente de pico con la velocidad de
barrido y con la concentracion. La corriente de pico, en presencia de adsorcion, es
proporcional a la velocidad de barrido y no a la raiz cuadrada de la velocidad, como
ocurre en los casos de difusion sin adsorcion. Por ultimo, en cuanto a si se normaliza
el valor de la corriente de pico dividiéndola por la concentracion, no se obtendri un
valor constante, como ocurre en un proceso difusional, sino que por lo general se
observa un aumento de esta relacion (corriente/concentracién) con la disminucion de
la concentracién, que puede estabilizarse en un valor constante para concentraciones

bajas.

4.1.3. Celda electroquimica y electrodos

Los experimentos voltamétricos se llevaron a cabo en una celda de vidrio,
la cual se encuentra representada en la Figura 4.6. Esta celda consta de un
orificio central donde se ponen en contacto la fase acuosa y la fase organica y se
genera la interfaz liquido / liquido de trabajo. En este sistema se utilizan cuatro
electrodos, dos de los cuales son electrodos de referencia de Ag|AgCI|CI" y se utilizan
para aplicar una diferencia de potencial a la interfaz en estudio. Los otros dos
electrodos son contraelectrodos de platino y cierran el circuito permitiendo medir
la corriente que circula a través de la celda. El electrodo de referencia
correspondiente a la fase organica se sumerge en una solucién acuosa que
esta en contacto con la fase organica. Esta fase acuosa tiene disuelta una sal
gue contiene el mismo catién del electrolito soporte de la fase organica, y cloruro
como contraiéon, de manera tal que la interfaz formada entre esta solucion y la fase

organica sea no polarizable.
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Contraelectrodo de la

Figura 4.6: Esquema de
Fase organica celda utllizada para
realizar  experimentos
electroquimicos.

Electrodo de referencia fase organica

de lafaseacuosa

Electrodo de referencia

de lafase organica

Solucién  acuosa  del
electrodo de referencia
de lafase organica

Fase acuosa

Contraelectrodo de la

faseacuosa

Las soluciones utilizadas comprendieron siempre electrolitos conductores en

fase acuosa o en 1,2-dicloroetano (fase organica).

Los electrodos de referencia de Ag/AgCI fueron preparados conectando un
alambre de plata y un contralectrodo a un terminal positivo y negativo,
respectivamente, de un galvanostato con el cual se aplica una corriente constante de
1mA/cm? dentro de una solucién acuosa de NaCl acidificada con HCI. Esta corriente
produce la oxidacion de la superficie de plata, sobre la cual se genera un depdésito de
AgCl. Los electrodos de referencia usualmente, en la celda electroguimica, se
encuentran dentro de capilares Luggin localizados cerca de la interfaz, con el objetivo

de minimizar la resistencia de la solucién 3.
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Considerando el siguiente esquema de celda:

TPhASCl(ac) TPhASDCC(ac) LiC].(ac)
Ag(sy | AgCls, 1x102 M 1x102 M 1x10°2 M | AgCl
(w) (o) (w)
Solucién C Solucién B Solucidén A
N J J\ )
Y Y Y
v
Interfaz No Interfaz Polarizable
Polarizable (Interfaz en estudio)

Ags)

La diferencia de potencial de Galvani en la interfaz en estudio, definida como

AQY = g(Sotuciin4) _ gy(soluciinB) se yelaciona con el potencial aplicado entre los

terminales de los electrodos de referencia, AE, a través de la siguiente ecuacion:

Ec. 4.3

siendo AET"‘;f el potencial del electrodo de referencia sumergido en la fase acuosa,

AE;’efeI potencial del electrodo de referencia correspondiente a la fase orgénica y

@;np la diferencia de potencial de Galvani en la interfaz no polarizable, la cual es

generada por el contacto de la fase organica (solucién B) con la solucion acuosa de

referencia ( solucion C):

AQ)INP = AQ)FI)"PhAS+ -

RT [TPhAsT],
zZF [TPhAsT]y,

Ec.4.4
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Si la concentracion del ion comun TPhAs™ es la misma en las soluciones C y D,

el potencial de Galvani de la interfaz no polarizable es igual al potencial estandar de
transferencia de TPhAs* (A(D%PhASJ,). Ademas, si las concentraciones de CI" en las

soluciones acuosas donde se sumergen los electrodos de referencia son iguales,

entonces AEy, = AE7, ¢, finalmente se tiene:

AYD = AE + ADIpy pt Ec. 4.5

De esta manera, es posible convertir la escala de el potencial aplicado AE en

diferencia de potencial de galvani para la interfaz liquido/liquido Ay @, a través de un

0

término conocido, AQTPhAs+ .

4.1.4 Arreglo de microinterfaces generadas en membranas
de vidrio por ablacion laser

Se fabricaron arreglos de micro-ITIES generando poros, por ablacion
laser, sobre membranas de vidrio de un espesor igual a 130 uM (ANNF-Optofab).
De esta manera se gener6 un arreglo cuadrado de 10x10 poros sobre la membrana.
Seguido a esto se realizd una silanizacién de una de las caras del arreglo, con el fin
de modificar la superficie de la membrana de vidrio y las paredes internas de los poros
haciéndolas hidrofébicas y facilitando asi la introduccién de la fase organica en los
poros y, a su vez, evitando el ingreso de la fase acuosa. De esta forma, cuando
se ponen en contacto la fase acuosa y la organica, a ambos lados de la membrana,
se establece la interfaz. Posteriormente se realiz6 una caracterizacion de
estos arreglos por microscopia electrénica de barrido, determinando el diametro de

los poros producidos
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por la entrada y salida del laser y la distancia entre los poros. En la Figura 4.7 se
muestra un esquema de los poros formados por ablacion laser (a) y las fotografias de

las membranas obtenidas por microscopia electrénica de barrido.

=

a)

Entrada

Laser

Entrada

Salida

Salida

pp—"|
Ty

Figura 4.7: a) Esquema del proceso de fabricacién del poro sobre la membrana, se
observa la diferencia de didametro entre la entrada y salida del laser. b) Fotografias de
microscopia de barrido para el arreglo de poros en la membrana de vidrio. Imagen extraida
de la referencia * .c) Regimenes difusionales fuera y dentro del poro.

La membrana se peg6 a un tubo de vidrio (~5,3 mm de diametro) con la cara
hidrofébica orientada hacia el interior del tubo de vidrio, de forma tal que contenga a la
fase organica. Posteriormente, se lavd este montaje sucesivas veces con acetona para
extraer posibles contaminantes, se sec6 con aire y se llené con fase organica (1,2-
DCE). Luego, el tubo conteniendo la fase organica y que tiene en su extremo la
membrana, se coloc6 en un recipiente con la fase acuosa (agua ultra pura + LiCl 10
mM). Finalmente, se agreg6 la solucion acuosa del electrodo de referencia de la fase
organica dentro del tubo, por encima de la fase organica, verificando que el nivel
dentro y fuera sea el mismo, de forma tal de compensar las fuerzas hidrostaticas. Por
ultimo, se colocaron dos electrodos de referencia Ag / AgCl para formar la celda. En la

Figura 4.8 se muestra una fotografia y un esquema de la celda electroquimica.
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= Electrodo de la fase
organica

Electrodo de la
fase acuosa

Figura 4.8 a) Fotografia del sistema. b) Esquema del sistema.

La forma de cono truncado generada en los poros de la membrana conduce a
diferentes regimenes difusionales: fuera del poro (fase acuosa), debido al tamafio
reducido del mismo, la componente radial del transporte de masa es importante y
tendra lugar un régimen de difusion esférica. Por el contrario, en el interior del poro, la
componente radial esta impedida y, por lo tanto, la transferencia de masa ocurrira por

difusion lineal.

En la Figura 4.9, se muestra el comportamiento del catién tetrapropilamonio
(TPra®) en este tipo de celdas con arreglo de micro-ITIES. Se eligié dicho cati6on por
tener un comportamiento reversible y controlado por difusion en ITIES y micro-ITIES
por la cual puede utilizarse para caracterizar el nuevo dispositivo. En este caso se
observa una corriente limite durante el barrido positivo de potencial (barrido directo)
tipica de un régimen difusional esférico, correspondiente a la transferencia de TPra*
desde la fase acuosa a la organica. Durante el barrido negativo de potencial se
observa un pico de corriente caracteristico de un proceso controlado por difusién

lineal, correspondiente a la transferencia de TPra*® desde la fase organica a la acuosa.
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25 Figura. 4.9 Voltametria ciclica
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4.2 Voltametria de Pulso diferencial (VPD)

La voltametria de pulso diferencial (VPD) es una adaptacion de la
voltametria ciclica que permite amplificar las sefiales de corriente. VPD consiste en
la aplicacién de un pulso de potencial de valor constante y pequefio (5-100 mV)
mientras se aumenta el potencial, de forma escalonada, con el tiempo
(superposicion de ambas perturbaciones) por lo tanto, el potencial al inicio de cada
pulso es mas alto que el del anterior, en un valor igual a la amplitud del escal6n
(Figura 4.10 a). Durante el tiempo de cada pulso de potencial, se toman dos muestras
de corriente: una en el instante en el que se aplica el pulso y la segunda durante el
transcurso del pulso (generalmente durante los Ultimos 17 ms del pulso). Para
cada pulso, el potenciostato realiza la diferencia entre el segundo y el primer valor
de corriente. De este modo, se grafica esta diferencia de corriente en funcién
del potencial aplicado durante el barrido escalonado obteniéndose la sefal
caracteristica mostrada en la Figura 4.10 b: a bajo valores de potencial no se
observa corriente faradaica, cuando se alcanza el potencial de transferencia de las
especies cargadas, la corriente aumenta generando un pico caracteristico, cuyo
potencial coincide con el potencial de media onda (Ei2) del procesos. La

voltamperometria de pulso diferencial minimiza la interferencia por la corriente de
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cargado de la doble capa eléctrica al restar las dos mediciones de corriente
mencionadas, debido a la diferencia en la velocidad de decaimiento de la corriente

de cargado de la doble capa y la faradaica®.

d) b )

E pulsos

|
‘ Ex/z = Epico
L

Loy
|
ilamolitu;\\\\
i

Rampa de
potencial

4

Figura 4.10 a) Superposiciéon de la sefial rampa con los pulsos. Se muestran lo:
parametros tipicos para VPD como amplitud y tiempo entre pulsos. b) Comparacior
del voltagrama obtenido por VPD (linea solida) y una voltametria de barrido lineal. E
potencial de media onda es igual al potencial de pico (E12= E yico). Figura extraida de
referencia 6.

4.3. Espectrocopia de impedancia electroquimica

La Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIE) resulta til
para estudiar procesos fisicos de adsorcién, estados interfaciales, etc. Se aplicé la
técnica de EIE a la interfaz liquido/liquido con el objetivo de caracterizar dicha
interfaz, fundamentalmente cuando se la modifica con peliculas de
surfactantes. Esta caracterizacion se realiz6 a través del andlisis de los circuitos
eléctricos que mejor ajustan los puntos experimentales y de los valores de
capacidad y resistencia obtenidos de dichos ajustes. No se analizaron en

este caso, reacciones de transferencia a través de la interfaz.
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4.3.1. Principales caracteristicas de la espectroscopia de

impedancia electroquimica

Mientras que la voltametria ciclica es un método potenciodinamico,
la espectroscopia de impedancia es un método periédico. Es decir, la perturbacion
de potencial varia con el tiempo pero no de una manera lineal, sino que es una
sefal sinusoidal de baja amplitud y de frecuencia variable; la respuesta es una
corriente también periddica. La relaciébn entre la perturbacion y la respuesta del
sistema es una funcion denominada Impedancia. Esta funcién es compleja y por
ésto puede ser representada tanto en coordenadas polares como en

rectangulares dada su condicién vectorial.

(a) m“]: Figura 4.11: Circui;os equivalentes
para: a) una resistencia y una
lomﬂ«]p.]: 1000 capacidad en serie, b) y c) una
resistencia en serie con una
capacidad en paralelo a una
resistencia y d) resistencia en serie a
con una resistencia y una resistencia

oo k0 ) .
en paralelo; adema en serie otra
3 uf resistencia en paralelo con una

&)
F capacidad. Los diferentes valores de
7 resistencia y capacidad que tomen
10000} estos  circuitos daran  distintos
1o uF espectros de impedancia (figura 4.12)

100 k02

La respuesta de impedancia se analiza en términos de analogos eléctricos como
resistencias, capacitores, inductancias, etc. Respuestas puramente capacitivas tienen
componente Unicamente en el plano imaginario y por tanto la sefial de impedancia

estd desfasada en 90 grados respecto a la perturbacién aplicada. En este caso, el

valor de la impedancia (Z) se relaciona con la capacidad (C) de acuerdo a: Z = %i \
10,

donde o es la frecuencia angular de la perturbacion sinusoidal. Las resistencias (R) en

cambio, dan respuestas con componente Unicamente real y en consecuencia, el
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angulo ® de la funcién es cero y Z es igual a R. La expresién de Z para un circuito

constituido por una resistencia en serie con un capacitor es:

Zw:R+ii Ec. 4.6
C

y el angulo de fase observado (®) depende de la frecuencia de la onda: a altas
frecuencias, Z tiende a R y ® a 0° mientras que a bajas frecuencias el término

capacitivo aumenta, Z tiene a C y ® tiende a 90°. De esta manera, los resultados
pueden representarse a través de graficos de Bode, que informan sobre la variacion
de Z y de ® con el logaritmo de la frecuencia angular. Algunos ejemplos de los

circuitos eléctricos mas comunes se muestran en la Figura 4.11 y los gréaficos de Bode

correspondientes pueden observarse en la Figura 4.12.

Figura 4.12: Gréficos de Bode de la
variacion del médulo (a) y el angulo de
fase (b) como funcion de la frecuencia,
correspondientes a los circuitos de la
figura 4.11. Respuestas del circuito —
4.11(a), — 4.11(b), — 4.11(c),
4.11(d).

i/ [gradaos]

Cuando el circuito estd formado por una resistencia de 1000 €2 en serie con un

capacitor de 40 pF (Figura 4.11a), se observard un cambio en el &ngulo de fase de 0°
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a 90° en un intervalo de frecuencias caracteristico, indicando un comportamiento

capacitivo de la impedancia a frecuencias bajas. Si ademas, en paralelo a la

capacidad, se coloca una resistencia de 100 kQ (Figura 4.11b), se registrara un
cambio de angulo de fase en el mismo intervalo de frecuencias que en el caso anterior
(el valor de la capacidad es el mismo que antes), pero luego el angulo retornara a
cero, revelando que, a bajos valores de frecuencia, el comportamiento resistivo
domina en el vector impedancia. Si se modifica el valor de la capacidad a 5 puF (Figura

4.11c), el cambio en el angulo de fase se registra a frecuencias mayores, debido a la

relacion inversa con ® y C segun la expresion Ec. 4.6. Un circuito que posee dos
capacidades en paralelo conduce a dos constantes de tiempo en los graficos de ©® vs.
logw, entonces, estos graficos presentan dos maximos. Cabe aclarar que esto se

cumplira siempre y cuando los valores de fase en funcion de log® que tengan las

capacidades en paralelo sean suficientemente diferentes.

4.4. Potenciostatos

Para llevar a cabo los experimentos de voltametria ciclica en ITIES se utilizé un
potenciostato para cuatro electrodos®. Los potenciostatos utilizados deben tener
un mecanismo eficiente para compensar la caida Omhica debida a la gran
resistencia generada en la solucién organica. Normalmente esta Ultima puede variar
entre 1000 y 3000 ohms. En este sentido, el potenciostato utilizado elimina la caida
O6hmica a través de pulsos de interrupcién de la corriente, durante los cuales se realiza
el muestreo del potencial interfacial, y por lo tanto el potencial leido es realmente el
potencial aplicado a la interfaz durante el experimento voltamétrico, eliminando, de

esta manera, la caida 6hmica de forma automética. Para generar los diferentes
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programas de potencial, se utiliz6 un generador de ondas Hi-Tek Instruments
England. Los voltagramas se registraron utilizando una placa de conversion D/A de
Computer Boards conectada a una computadora o una placa NI-DAQMX (National

Instrument) empleando el software LabView 10.0.0.1 (National Instrument).

Para los experimentos de VPD realizados con el arreglo de micro interfaces se emple6

un ponteciostato Autolab (Metrohm Autolab B.V.) controlado por el software NOVA

(version 2.1.2).

La perturbacién aplicada a la interfaz en los experimentos de espectroscopia de
impedancia electroquimica se llevd a cabo empleando un potenciostato (Autolab)
controlado por una computadora personal. El programa ZPlot/ZView (Scribner

Associates Inc.) permitié la adquisicion de los datos y el procesamiento de los mismos.

4.5. Isotermas presion superficial/area molecular

4.5.1. Determinacion de la tensién superficial

Por definicién, la tensién superficial se refiere a la interfaz gas-liquido y
se determina usando instrumentos denominados tensidmetros superficiales. Este
equipo se emplea para obtener informacién sobre las caracteristicas de las
superficies o de las interfaces y las propiedades de los surfactantes, tales como
su concentracion superficial, su presion superficial, la concentracion micelar
critica y cinética de adsorcion. Existen diferentes tipos de tensiémetros que difieren
de acuerdo al principio fisico en el que se basan, el disefio mecanico, si las
mediciones son dinamicas o estaticas y si son capaces de medir la tensién

superficial, la interfacial o ambas.
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En esta tesis, se utilizé el método de la placa de Wilhelmy, el cual consiste en
medir la fuerza debida a la tension superficial en una placa de platino suspendida,
parcialmente inmersa en el liquido (Figura 4.13). La fuerza es convertida en tension

superficial (mN/m o dinas/cm) a través de las dimensiones de la placa.

N E—— -

wp tp

Figura 4.13: Placa de Wilhelmy inmersa en la superficie del agua.

Las fuerzas que actian sobre la placa son la gravedad, la tension superficial y
la flotacién debido al agua desplazada hacia abajo. Para una placa rectangular de
dimensiones Ip, wp y tp, de un material cuya densidad es pp, inmersa en una
profundidad hp en un liquido de densidad pj, la fuerza neta hacia abajo, F, esta dada

por la siguiente ecuacion:
F = poglywyt, + 2y(w, + t,)(cos8) — pgliw;t, Ec.4.7

Donde y es la tension superficial del liquido, 6 es el angulo de contacto del

liquido en la placa sélida y g es la constante gravitacional. La presion superficial se

determina midiendo el cambio de F, AF, para una placa estacionaria entre la superficie
de un ligquido puro y la superficie del liguido modificada por la presencia de una
monocapa de surfactante. Si la placa estda mojada completamente por el liquido (por

ejemplo cos 0 = 1) la presion superficial se obtiene de la siguiente ecuacion:

AF AF .
netr =l = sw e Ec4.8
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La fuerza se determina por la mediciébn de los cambios en la masa de la placa,

mediante una electrobalanza.

El tensiometro empleado para realizar las medidas de tensién superficial en el
equilibrio fue un tensiébmetro digital Sigma 701 (KSV, Finlandia) y consta de dos
partes, la unidad de medida y una interface que permite la adquisicion de datos. La
interface incluye la fuente de alimentacion y un indicador digital. La unidad de medida
posee la placa de Wilhelmy que se suspende de un brazo de balanza. Esta placa es

de platino, de superficies rugosas y es el sensor de la tension superficial.

Como norma general, en todos los experimentos realizados con el tensiémetro
de Wilhelmy, la placa de platino se calienta a la llama de un mechero Bunsen antes de
realizar cualquier medida de tension superficial, con el fin de eliminar cualquier

impureza que pueda contaminar la superficie.

La Figura 4.14 muestra un esquema de la balanza de Langmuir. La subfase,
generalmente agua o una solucién acuosa, se introduce dentro de una cuba de teflén,
cuyas dimensiones son: 364 mm x 75 mm x 15 mm. El area superficial de la cuba se
puede variar mediante dos barreras moéviles ubicadas sobre la superficie de la misma.
Las barreras estan hechas de Delrin, un material hidrofilico, y suficientemente pesado
para prevenir cualquier fuga de la monocapa por debajo de las barreras. La presién
superficial del material adsorbido y el area molecular son continuamente monitoreadas

durante el proceso de compresion.

Figura 4.14: Esquema de la balanza de

Balanza Langmuir con placa de Wilhelmy, y
Barrera barreras para reducir el area de
superficie disponible.

Cuba
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4.5.2. Descripcion de las isotermas presién superficial /drea

molecular

Cuando una solucibn de un compuesto anfipatico disuelto en un
solvente insoluble en agua se deposita en la superficie de la subfase con una
microjeringa, la solucién se distribuye rapidamente para cubrir toda el area
disponible. La monocapa se forma luego de la evaporacién del solvente. Cuando
el area disponible para la monocapa es grande, la distancia entre moléculas
adyacentes también lo es, entonces sus interacciones son débiles. La monocapa
puede considerarse como un gas en dos dimensiones. Bajo estas condiciones, la
monocapa tiene un pequefio efecto en latension superficial del agua. Si el area
superficial disponible para la monocapa se reduce acercando las barreras (ver

Figura 4.15), las moléculas comienzan a ejercer un efecto entre ellas.

La presion superficial, T, se determina a partir de la medida de la tension superficial,

siendo:

T=Y0—Y Ec. 4.9

donde yo es la tension superficial de la fase acuosa en ausencia de la sustancia

tensioactiva y y es el valor de equilibrio correspondiente a la tension superficial cuando

un exceso de tensioactivo esta presente en la interfaz, tal como se describié en el

capitulo 2.
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Figura 4.15: (a) Esquema de isotermas n-area y (b) orientacion de las moléculas en las diferentes
fases.

El indicador mas importante de las propiedades de las monocapas de un
material tensioactivo, es la variacion de la presién superficial en funcion del area de la
superficie de la subfase disponible para cada molécula, o area molecular. Este
procedimiento se realiza a temperatura constante, y los graficos obtenidos se conocen
como isotermas presion superficial/larea molecular. Usualmente una isoterma se
obtiene por compresion del area molecular disponible (reduciendo el area total de la
cuba con las barreras) a velocidad constante, mientras se monitorea la presion

superficial. En la Figura 4.13.a, se muestra un esquema de una isoterma 1-A.

La compresién de la monocapa conduce a cambios de fase que se observan
en diferentes regiones de la isoterma. Las caracteristicas de una monocapa y las
diferentes fases que pueden existir estdn determinadas principalmente por las
propiedades fisicas y quimicas de la sustancia anfipatica, la temperatura y

composicion de la subfase.

W. D. Harkins propuso una terminologia simple para clasificar las diferentes
fases de las monocapas de acidos grasos a principios de 1952. Cuando las moléculas
estdn expandidas en toda la superficie disponible de la subfase, las monocapas
existen en estado gaseoso (G) y pueden, por medio de la compresion, alcanzar una

transicion de fase al estado liquido expandido (L1), en el cual las moléculas alcanzan
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cierto nivel de ordenamiento. Durante la transicion, coexisten las dos fases y la presion
se mantiene constante, como puede observarse en la Figura 4.13a. La posterior
compresion conduce a la transicion de fase liquido expandido-liquido condensado
(L2), y a mayores densidades, la monocapa finalmente alcanza el estado sélido (S).
En cada una de estas transiciones la estructuracion de las moléculas en la monocapa
es mayor. Si la monocapa se comprime después de alcanzar el estado S, la misma
colapsara en estructuras tridimensionales. Generalmente el colapso se observa como
una rapida disminucién en la presiéon superficial o0 como una ruptura horizontal en la

isoterma.

Una forma de caracterizar la fase en la cual se encuentra una monocapa a
distintas presiones es a través de su compresibilidad. El factor de compresibilidad «

(mN/m) a un determinada temperatura (T) se define como:

5
K= — (—”) A Ec. 4.10
SAJT

donde A es el area molecular a una determinada presion superficial. A mayores
valores de Kk mas compacta sera la monocapa y mas dificil sera modificar su area. Por
lo tanto el estado gaseoso sera el mas compresible, con valores de k pequefios (k <
10mN/m), el estado sdlido el mas rigido, con los mayores valores de kK (k >
1000mN/m)’. Este parametro, por lo tanto, nos permite inferir acerca del estado fisico y
transiciones de fase de la monocapa, ya que cambios abruptos en el valor de k

indican, con alta sensibilidad, la existencia de una transicion de fase.

La tabla 4.1 muestra la clasificacion de fases de una monocapa a partir del coeficiente

de compresibilidad®:
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Estado de la K
monocapa mN/m Tabla 4.1: Intervalo de valores de
coeficiente de compresibilidad segin la
Gaseoso (G) 0-12 fase de la monocapa.
Liquido Expandido (LE) 15-50 Figura extraida de °
Liquido Intermedio(LI) 50-100
Liquido Condensado (LC) 100-250
Solido (S) 1000-2000

Para generar las peliculas de Langmuir se utilizé una balanza de Langmuir — Blodgett

Minitrough Il de KSV Instruments, conectado a una computadora personal.

4.6. Microscopia de Angulo de Brewster (BAM)

Las medidas de presion superficial, potencial superficial y viscosidad superficial
se utilizan para el estudio termodinamico de las monocapas y para determinar las
caracteristicas de estas. Ante la necesidad de caracterizar la morfologia y la estructura
de la monocapa se comienzan a aplicar en la interfaz agua / aire otras técnicas entre
las que podemos mencionar las espectroscopias y las microcospias. Dentro de las
técnicas microscopicas se encuentra la microscopia basada en la observacion de la
refractancia para el angulo de Brewster, la cual es muy ventajosa respecto a las
demas técnicas microscépicas porque no es necesaria la adicion de sondas o
marcadores fluorescentes a la monocapa, de modo tal que se evita una posible
alteracion del estado fisico de la misma®. Esta técnica permite el estudio de peliculas
delgadas sobre una superficie plana, basandose en las propiedades de reflexion de la

luz en la interfaz 2.

63



Capitulo 4: Técnicas Experimentales

4.6.1. Fundamento

Cuando la luz incide sobre la superficie que separa dos medios transparentes, no
absorbentes, parte de la misma se refracta y parte se refleja (Figura 4.16). La luz
reflejada estd siempre parcialmente polarizada, con su plano de polarizacion
perpendicular al plano de incidencia. Del mismo modo, la luz refractada también esta
polarizada, pero en este caso la direccion del plano de polarizacién es paralela a la de
incidencia. La intensidad de Ila luz reflejada depende del angulo de incidencia
(67), asi como de la naturaleza de la interfase, utilizandose la reflectividad (reflectancia)

como una medida de la misma'?.

Para una interfase de Fresnel, es decir una interfase plana entre dos medios
isotrépicos, en la que el indice de refraccion cambia bruscamente desde n; (indice de

refraccion del medio incidente) hasta n, (indice de refraccion del segundo medio), la

reflectividad (R) esta dada por las formulas

de Fresnel.
Para una polarizaciéon p del haz incidente:
L 2
‘ R, = [22G=20)] Ec.4.11
hedinl tan(6;+6;)
Medio 2 b
% 0 Para una polarizacion s del haz incidente:
I
,&/ _ [sin(8;-6,)1%
,& R Ec.4.12
Figura 4.16: Polarizacion de la luz Donde 6: es el angulo de refraccion:
por reflexion.
n,;.sin6; = n,.sin 6, Ec.4.13

La Figura.4.15a muestra las reflectividades Rp y Rs, en funcion del angulo de
incidencia, para n1 = 1 (aire) y n,=1,33 (agua). Como puede observarse, Rs aumenta

a medida que lo hace el angulo de incidencia, mientras que Rp disminuye al principio
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hasta un valor 0 y luego aumenta hasta 1. El angulo de incidencia para el cual Rp = 0
recibe el nombre de angulo de Brewster. La Ec.4.11 muestra que esto sucede cuando
tan (6 + 6/) es infinito, es decir cuando 6; + 6, = 11/2, lo que significa que los rayos
reflejado y refractado son perpendiculares entre si. Considerando esta Ultima

condicion (6; + 8, = 1/2 en el angulo de Brewster) y la ec.4.13, podemos escribir:

n sin 6; sin 0;
2 =—1 =" = tan O ewster Ec.4.14

nq sin 0, cos 0

De acuerdo con esto, si la luz incidente es p-polarizada, no existe hada de luz
reflejada cuando el angulo de incidencia coincide con el angulo de Brewster. No
obstante, en una interfaz real, el valor de Rp decrece hasta un valor minimo cuando el
angulo de incidencia coincide con el angulo de Brewster, pero no llega a alcanzar un
valor igual a cero, debido a la rugosidad de la interfase, como consecuencia de las
fluctuaciones térmicas, y hace que el indice de refraccion en la interfase dependa de
las coordenadas x e y, modificAndose por ello el valor del angulo de Brewster, lo que

puede dar lugar a una pequefia reflectividad.

Si se deposita una monocapa sobre la interface, cambia el indice de refraccion
del medio, modificandose por ello la reflectividad del angulo de Brewster e
incrementandose la reflectividad hasta un valor del orden de 5x10° en las
proximidades del angulo de Brewster (Figura 4.16b). Esta pequefa reflectividad es
suficiente como para que se pueda visualizar la presencia de una monocapa, que se

manifiesta como una imagen clara sobre un fondo oscuro (el agua).

En el caso particular de monocapas isotropicas, como sucede en el caso de las
cadenas hidrocarbonadas que se encuentran orientadas verticalmente, la luz reflejada
es totalmente p-polarizada, lo mismo que la incidente, por lo que el campo de visién se
hace completamente homogéneo. Bajo estas condiciones Rp es proporcional al
cuadrado del espesor de la monocapa. Por otra parte Rp también es proporcional al

cuadrado de la densidad superficial de la monocapa, por lo que en las transiciones de
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fase las imagenes BAM presentan un importante contraste, como consecuencia que

durante la transicion coexisten dos fases de diferente densidad superficial.

|
o't RS &
10
. R
i Rp o P
T 3
'L 3 E
i q
0L T
d 8 (6rades) d O (6rados)
105 1 ] . L L . L 1 | | | " ] ] 1
0w 0 & % 0 00 W

u)I=| b)

Figura 4.17: Reflectividades Rp y Rs en funcién del angulo de incidencia para (a)la interfaz agua /
aire y (b) la interfaz agua/aire modificada con una monocapa de indice de refracciéon 1,5 y un
espesor de 20 A Figura extraida de la referencia ”

4.6.2. Calculo del espesor 6ptico

Para poder cuantificar el espesor Optico de las monocapas generadas en la
interfaz agua/aire, es necesario que la pelicula cumpla las siguientes condiciones:
e ¢l espesor de la zona interfacial debe ser menor que la longitud de onda

incidente

¢ ¢l indice de refraccion de ambos medios no debe cambiar con el &ngulo

de incidencia, medio isotrdpicos;
¢ lainterfaz debe ser 6pticamente uniaxial (simetria normal a la interfaz).

Si esto se cumple, el espesor de cada fase se puede calcular a partir de las

imagenes BAM, luego de calibrar el equipo.

El nivel de gris de la micrografia se puede convertir en intensidad de luz

reflejada (Rp) utilizando la Ec.4.15
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Rp = (nivel de gris — dark signal) x factor de calibracion Ec.4.15

Donde dark signal y el factor de calibracién son parametros obtenidos a partir

de la calibracién del microscopio.

En funciéon de lo dicho anteriormente el espesor Optico (h) puede ser calculado

utilizando la Ec.4.16.13 14

m_[nZ+n3(n?-n?)(n3-n?)
h= —JRP i " Ec.4.16
sin(20g—90) A(nf-n%)n?

donde, ni, n y n2 son los indices de refraccion del aire, monocapa y de la subfase,
respectivamente, 0Og es el angulo de Brewster y A la longitud de onda del laser. El
indice de refraccion de la subfase se calcula como tan (6s)y el indice de refraccion de

las monocapas depende de la fase en la cual se encuentre el surfactante®.

4.6.3. Equipamiento

Los experimentos BAM fueron llevados a cabo utilizando un elipsometro EP3
Imaging (Acucurion, Goettingen, Germany) con objetivos 20x y 10x equipado con un
laser p-polarizado cuya A = 532nm. El microscopio se encuentra adherido al Sistema
Nacional de Microscopia y pertenece al Centro de micro y nanoscopia de Cordoba
(CEMINCO). La monocapa se form6 en una balanza de Langmuir (KSV, minitrought,

KSV instruments, Ltd., Helsinki, Finland).

4.7. Dispersion dinamica de luz (DDL)

La dispersion dindmica de luz (DDL) es una técnica fisico-quimica empleada

para la determinacion de la distribucién de tamafios de particulas en suspension o
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macromoléculas en solucién tales como proteinas y polimeros . La luz laser al
alcanzar las numerosas particulas que hay en una suspensién, se dispersa en todas
las direcciones posibles. Si se separa una direccion, los haces de luz dispersados por
distintas particulas interfieren entre si y se obtiene una intensidad de dispersion

determinada.

Como consecuencia del movimiento browniano las posiciones relativas de las
particulas varian constantemente entre si, cosa que también provoca cambios en las
condiciones de interferencia y en la propia intensidad de dispersion. Si las particulas
se mueven rapidamente (particulas pequefias), también se acelera la variacion de la
intensidad de dispersion. Por el contrario, las particulas grandes llevan a variaciones
mas lentas. Por norma general, en DDL la suspension de la muestra permanece en
reposo. El término "dinamica" no se refiere al movimiento de la muestra como un

conjunto, sino a la "vibracién" de las particulas que la componen.

4.7.1 Determinacion del tamano de particula

Como se menciond, si se incide con un haz de luz a una solucién coloidal, las
particulas que la componen dispersan dicha luz. La técnica DDL detecta la intensidad
de esa luz dispersada. Como las particulas estdn en constante movimiento pueden
existir interferencias entre las moléculas tanto constructivas como destructivas, de esta
manera la intensidad de luz dispersada fluctia con el tiempo. La fluctuacién de la luz
dispersada nos proporciona informacién acerca de las particulas. Experimentalmente
estas particulas se caracterizan calculando la funcién de correlacién de intensidad
G(1), cuyo andlisis proporciona el coeficiente de difusién de las particulas:

G(7) = 1 + b. e 2Dta’t Ec.4.17
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Donde, b es una constante dependiente del instrumento y de los lentes usados, D;, es
el coeficiente de difusion, T el tiempo de decaimiento y g, el vector de dispersion, el
cual puede ser expresado como:

4mng

Ec.4.18

q:

. 0
AosmE

Donde, n, es el indice de refraccién del solvente, 4, la longitud de onda en el vacio y 6

el angulo de difraccion.

Haciendo un ajuste de los datos se puede obtener la funcién de correlacion G(z), luego
empleando Ec.4.17 se obtiene D:. El tamafio de particula se puede determinar

empleando la siguiente ecuacion (Stokes-Einstein):

_ kpT
6T Ry

. Ec.4.19

donde, k;, es la constante de Boltzmann, T la temperatura, n la viscosidad y R, el radio

hidrodinamico, esto Ultimo es lo que nos permite conocer el tamafo de las particulas.

A partir de los experimentos de DDL se pueden obtener Histogramas, los
cuales muestran la intensidad de dispersién en funcion de la distribucion de tamafos
de las particulas que conforman la solucién coloidal. En la Figura 4.16 se muestran

histogramas para dos suspensiones de surfactantes medidos mediante DDL.
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Figura 4.16 Histogramas de tamafio a partir de experimentos de DDL. Se muestran los

tamafios promedio para las micelas formadas por dos surfactantes aniénicos.
Condiciones experimentales: concentracion de surfactante 2 mM en medio acuoso, 25 °
C.

4.8. Nefelometria

Ademas de la técnica de DDL, se utilizé nefelometria para confirmar resultados
y evidencias. En este procedimiento analitico se determina una propiedad importante
de una solucién: la turbidez, la cual hace que la luz se disperse y absorba en lugar
de transmitirse en linea recta a través de la muestra. Para que ocurra una
dispersiébn de luz, la solucibn en cuestion debe tener pequefas particulas
en suspension que al ser incididas por la luz produzcan dicha dispersién. La medicién
de la turbidez, se puede utilizar en muchas aplicaciones analiticas como
determinar la concentracion en masa de particulas suspendidas en una muestra vy,
para algunos casos, distribuciones de tamafio de particulas. Esta Gltima aplicacion,
es la que se utiliza en esta tesis, puntualmente para determinar el efecto de
surfactantes sobre agregados en suspension, a través de turbidez. En nefelometria, la
medida de turbidez se da por la evaluacion directa del grado "dispersion" de la luz
gue tiene lugar en el medio. Es mucho mas apropiado para medios de menor
turbidez en los que las particulas suspendidas son pequefias, como en el caso de

vesiculas o micelas?®.
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El fundamento de la técnica se basa en la dispersion de la luz, producida por la
interaccion de un haz incidente con una particula, lo cual resulta en emision de luz en

todas las direcciones.

La luz dispersa incluye la que se refleja desde la superficie de la particula y la que
se refracta dentro de la particula, posiblemente después de muchas reflexiones
internas. Sin embargo, la relacion directa entre los datos de turbidez y las
concentraciones de particulas en suspension es compleja debido a las mudltiples
interacciones de la energia luminosa con las particulas suspendidas. Esta interaccion

depende de muchos factores, incluyendo:

e Concentracion de particulas dispersas suspendidas en el medio;

e Distribucion del tamafio de las particulas dispersantes;

e Forma, orientacién y estado de la superficie de las particulas dispersantes;
¢ Indice de refraccidn de las particulas dispersantes;

¢ Indice de refraccién del medio de suspension;

Longitud de onda de la fuente de luz empleada.

Debido a esta complejidad se han desarrollado modelos simplificados para
encontrar una utilidad analitica a la propiedad de la turbidez. En su nivel mas simple, la
intensidad de la luz se reduce luego de incidir sobre una dispersién de particulas en

una muestra segun una funcioén de atenuacién de la forma:

I =1,e Ec 4.20

Donde I, es la intensidad inicial con la que se incide la solucién, I la intensidad
transmitida luego de pasar por el medio, [ la longitud de dicho medio y t el coeficiente

de turbidez del medio.
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A su vez la dispersion de la luz esta gobernada por la relaciéon de diametro, D,
de los elementos dispersantes con la longitud de onda de la luz emitida por el
instrumento de medicién. Con lo cual en la Ec 4.20 depende fuertemente del didmetro
de la particula, por ende si existe una ruptura de estas particulas la difraccion
disminuye .

Las mediciones utilizando esta técnica se llevaron a cabo en un
espectrofluorimetro (Agilent Technologies) equipado con una cubeta termo controlada.
En la Figura 4.17 se muestra un esquema simplificado de esta técnica, donde

se ilustran los conceptos mencionados en esta seccion.

Figura 4.17 Esquema de un equipo
de nefelometria convencional.

detector

4.9. Espectroscopia de fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia es un tipo de
espectroscopia electromagnética que analiza la emision de luz producida por un
fluoréforo después de la absorcion de luz UV o visible de una muestra. De esta
manera, se emplea un haz de luz, que excita los electrones de las moléculas de
ciertos compuestos, los que posteriormente se relajaran a un nivel inferior emitiendo
luz de una menor energia. La fluorescencia se utiliza como técnica de deteccion y
cuantificacion de compuestos en solucién, siendo un método rapido, simple y

economico.
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Hay varios parametros que influyen en la intensidad y la forma de los
espectros obtenidos mediante esta técnica. Al registrar un espectro de emision, la

intensidad depende de:

e Longitud de onda de excitacion;
e Concentracion del analito;
e Longitud del recorrido de la cubeta;

e Auto-absorcion de la muestra;

Una molécula puede ser excitada desde su estado fundamental electrénico.
Tras la excitacion (la absorcién de un foton, proveniente del haz incidido), uno
de los electrones entra en un estado electrénico superior y la molécula se excita. La
molécula permanecera en su estado excitado electronico durante un tiempo del
orden de los nanosegundos (ns). Luego, el electron regresard a su estado
fundamental y emitira un foton de una longitud de onda mas larga que el foton
utilizado para la excitaciébn. Se puede determinar la concentracién del analito
empleando la siguiente relacion:

2= gt EC. 4.21

Donde I, es la intensidad incidente (intensidad del haz de luz),I, la intensidad
de trasmisién (proveniente de la emision del analito), E, coeficiente de extincion

molecular, ¢, concentracion en mol.L? del analito y [, la longitud del camino éptico.

Con los datos obtenidos empleando esta metodologia, se puede graficar la
relacion I,/ como funcion de las variables de interés del sistema que normalmente

involucran la longitud de onda y la concentracién del analito.

/8



Capitulo 4: Técnicas Experimentales

Los espectros de emision de fluorescencia de la presente tesis, fueron
generados utilizando un espectrometro de fluorescencia Perkin Elmer LS 55

empleando distintas longitudes de onda para la excitacion y la emision.

4.10. Reactantes Quimicos

4.10.1. Sales, Acidos y Bases

e Acido clorhidrico (HCI), Sigma Co.

e Cloruro de litio (LiCl), Merk.

e Cloruro de sodio (NaCl), Merck.

e Hidroéxido de litio (LiOH), Merck

e Hidréxido de sodio (NaOH), Merck.

e Bromuro de tetrapentil amonio (TpnABr), Sigma Co

e Cloruro de tetrafenil arsonio, PhsAsCl (TPhAsCI), Sigma Co.

e Cloruro de tetrapentil amonio (CsH11)4NCI, (TPACI), Sigma Co.

e Cloruro de tetrabutilamonio (C4Hg)4NCI, (TBACI), Sigma Co.

e Cloruro de tetraetil amonio (C2Hs)sNCI, (TEACI), Sigma Co.

e Cloruro de tetrafenilfosfarileno (BTPPAsCI), Sigma Co.

¢ 3,3’-commo-bis(undecahidro-1,2-dicarba-3-cobalta-closo-dodecaborato) de
sodio (dicarbolil cobaltato de sodio, NaDDC), Lachema, p.a.

e Tetrafenil borato de sodio (NaTPhB), Sigma Co.

e Tetrakis(4-clorofenil)borato de potasio(KTPhCIB), Sigma Co.

e Acido Perfluoro octanoico, (PFO), Fluka.

e Acido Perfluoro nonanoico, (PFN), Fluka

e Acido Perfluoro decaanoico.(PFD) Fluka.
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Acido perfluoro sulfénico (PFOS), Strem Chemicals

Fosfolipidos:1,2-diestearoil-sn-glicerol-3-fosfato(DSPA), Sigma Co

1,2-diestearoil-sn-3-fosfoetanol amina (DSPE), Sigma Co

1,2-dilauril-sn-glicerol-3-fosfato (DLPA) Sigma Co

4.10.2. Polimeros

e P F127, (12600 g/mol): The National Starch and Chemical Co.

4.10.3. Solventes

e Agua ultrapura (18 MQ) Sistema MilliQ RiOs 16, Millipore.
e 1,2-dicloroetano (1,2-DCE), Dorwil p.a.

e Cloroformo, Merck.

e Etanol, Merck.

e Metanol, Merck.
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perfluorados en interfaces liquido/ liquido

5.Comportamiento electroquimico de surfactantes
perfluorados en interfaces liquido/ liquido.

5.1. Introduccion

Como se menciond en el capitulo 3, existe una amplia gama
de aplicaciones relacionadas con la adsorcion de  surfactantes en
diferentes interfaces. La concentracibn micelar critica (CMC) es uno de los
parametros  mas importantes para la caracterizacion de las propiedades
coloidales y superficiales de un surfactante. Esta también determina su
utilidad industrial, como la formacibn de espuma, humectacion, emulsificacion

y solubilizacion de solutos de interés?.

Se han desarrollado varios métodos experimentales para la determinacion
de la CMC de agentes tensioactivos, todos ellos basados en la discontinuidad o
punto de inflexibn en wuna propiedad fisica medible de la solucibn que

contiene el surfactante, conforme aumenta su concentracion 2°.

Las técnicas electroquimicas aplicadas a interfaces sélido / liquido
se han utilizado con éxito para el estudio de diferentes propiedades de los
surfactantes y las estructuras organizadas que ellos forman, como los coeficientes
de difusion, radio hidrodindmico micelar, CMC %8 namero de agregacion
de micelas inversas® y constantes de velocidad heterogéneas estandar para la
transferencia de carga. Los métodos electroquimicos en interfaces liquido / liquido,
formadas entre dos soluciones electroliticas inmiscibles, también se han empleado
para estudiar el comportamiento interfacial de diversos surfactantes. Se ha
prestado especial atencién al estudio de la adsorcion de fosfolipidos y transferencia
de iones a través de estas monocapas °%; el efecto de los surfactantes en la
fusion de particulas emulsionadas en la interfaz !’; asi como la transferencia de

tensioactivos catidnicos,
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empleados como moldes para la generacion de depdsitos de silice mesoporosos
1822y el uso de micelas para la amplificacion de la sefial amperométrica de

proteinas en interfaces liquido / liquido 2.

Un grupo especial dentro de los surfactantes, son los denominados
perfluorados, que contienen atomos de fllor en la parte lipofilica del tensoactivo,
aumentando su caracter hidrofébico y disminuyendo su reactividad quimica. Es por
esto que tienen una gran gama de aplicaciones industriales. Sus propiedades Unicas,
como su mayor actividad superficial y estabilidad son las caracteristicas principales
gue los diferencian de los correspondientes compuestos hidrocarbonados, asi como
una marcada mayor acidez. Motivadas por estas propiedades especiales, numerosas
investigaciones se han centrado en el estudio de la adsorcibn de surfactantes
perfluorados en diferentes interfaces 24, y los sistemas micelares formados por estas

especies 2>2% o por sus mezclas con surfactantes hidrocarbonados ?’.

Por otra parte, el uso excesivo de los compuestos perfluorados, trajo consigo
importantes problemas ambientales. Principalmente porque son utilizados en polvos
extintores de fuego y como repelentes de agua en la industria textil, produciendo su
acumulacion en fuentes de agua o suelos. Actualmente, existen mas de doscientos
derivados de estos compuestos en el ambiente, provenientes de la industria quimica o
como metabolitos y productos de degradacion quimica o bioldgica ?8. Esto ha llevado
a que el acido perfluoro octanoico (PFO), ampliamente conocido por estar presente en
el politetrafluoroetileno(PTFE), empleado para recubrir utensilios de cocina (como
Teflon ™), sea revisado como un posible contaminante organico, dado que tiene
propiedades bioacumulativas y persistentes 2°.En general los compuestos perfluorados
de cadena larga representan una gran amenaza para los ecosistemas y la salud
humana,y es de suma importancia comprender los mecanismos de su acumulacion,

asi como desarrollar métodos para su eliminacion. Por esta razon, estudiar las
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propiedades de estos compuestos como la CMC, su coeficiente de difusion en
soluciones acuosas (D), el nUumero de agregacion micelar, entre otras, no solo es de
interés industrial sino también ambiental y de salud humana. Entonces el estudio de
estos compuestos con un enfoque basico podria contribuir a la remediacion del
ambiente ya que el conocimiento de sus propiedades facilitaria su deteccion y

posterior remocion de ecosistemas 0 seres Vivos.

5.2. Objetivos

5.2.1. General

En funcion de lo expuesto el objetivo general de esta seccidn fue estudiar el potencial
de las técnicas electroquimicas para estudiar el comportamiento de &cidos
perfluorados en la interfaz agua / 1,2-dicloroetano mediante voltametria ciclica y
espectroscopia de impedancia para obtener informacién Util relacionada con las

propiedades interfaciales de mondmeros y micelas de estos surfactantes.

5.2.2. Especificos

e Determinar la condiciones experimentales para el estudio de surfactantes en
interfaces liquido/ liquido

e Calcular la concentracibn micelar critica (CMC) para los acidos perfluoro
octanoico, nonanoico y decanoico mediante voltametria ciclica (CV)

¢ Validar los valores de CMC obtenidos por CV mediante otros métodos

e Caracterizar propiedades de superficie de los surfactantes estudiados a través

de experimentos de espectroscopia de impedancia electroquimica
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e Obtener parametros de las especies micelares de los surfactantes estudiados
como el numero de agregacion (N) y el coeficiente de difusion en soluciones

acuosas (D)

5.3. Parte experimental

Se empled una celda de vidrio convencional como la mostrada en la seccién
4.1.3 (Figura 4.6) con un area interfacial de 0,17 cm? para las medidas
electroquimicas. Los electrodos de referencia usados fueron de Ag/AgCl y dos
alambres de platino como contra electrodos. ElI electrodo de referencia
correspondiente a la fase organica se sumergié en una solucién acuosa compuesta
por bromuro de tetrapentilamonio (TPnABr) y LiCl, ambas sales en concentracién 10

mM. De esta manera, los potenciales de trabajo informados en los voltagramas y

Figuras incluyen A¢l.rpna+, Para la transferencia de TPnA* como ion de referencia.

Las soluciones electroliticas se prepararon en una concentracién 10 mM, a partir de
las siguientes sales: LiCl en agua ultra pura para la fase acuosa mientras que para la
fase organica se empledé Tetrakis(4-clorofenil)borato de tetra pentil amonio
(TPNATCIPB) en 1,2- dicloroetano (DCE). La sal TPnATCIPB fue preparada por
metatesis de bromuro de tetra pentil amonio (TPnABr) y tetrakis (4-clorofenil) borato

de potasio (KTPhCIPB).

Se emplearon los siguientes surfactantes perfluorados: Acido perfluoro octanoico
(PFO), Acido perfluoro nonanoico (PFN) y Acido perfluoro decanoico (PFD) (pureza
del 98%). Estos acidos se disolvieron en la fase acuosa en concentraciones
comprendidas dentro del intervalo: 0,05 mM hasta 3,00 mM. El pH de trabajo para

todas los experimentos fue igual a 6, a este pH los tres surfactantes estan
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completamente ionizados (forma aniénica), con su grupo polar cargado

negativamente.

De esta manera el esquema de la celda de trabajo es el siguiente:

TPnABr (ac)
TPnATCIPB(ac) LiC].(ac)
+ LiC].(ac)
Ag(s) AgCls,) 10 mM 16 mM AgCls) Ag(s)
10 mM
(o) (w)
(w)

Solucién C  Solucién B Solucidn A
N J \ J \ )
Y Y Y

v
Interfaz No Interfaz Polarizable
Polarizable (Interfaz en estudio)

5.3.1 Voltametria ciclica (VC) y espectroscopia de impedancia

electroquimica (EIE)

En los experimentos de VC el potencial de trabajo se vario entre 0,900 V
y 0,150 V, en un intervalo de velocidades desde 10 mV.s! hasta 200 mV.s?. En

este capitulo se toma como barrido inicial al negativo y barrido inverso al positivo.

La EIE se llevd a cabo empleando un analizador electroquimico CHI C700.
La adquisicién y procesamiento de los datos se realizo con el software ZPlot/
Zview (Scribner Associates Inc.). El intervalo de frecuencia experimental fue

entre 0,1 y
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2000,0 Hz, la amplitud de la perturbacion ac fue de 10 mV y se aplicaron diferentes

potenciales dc constantes, E, superpuestos a la onda sinusoidal.

Se realizaron gréficos de capacitancia (C) en funcién de E en un valor de frecuencia
correspondiente al maximo, de las curvas de los graficos de Bode ( angulo de fase vs

frecuencia).

5.3.2 Isotermas de presion superficial- area molecular y

presion superficial - concentracion

La subfase acuosa, compuesta por LiCl 10 mM, se introdujo en una celda de
teflon (364 mm x 75 mm de area de pelicula efectiva), y sobre su superficie se
inyectaron 100 pL de soluciones de PFO, PFN o PFD 0,70 mM en 1:2
metanol:cloroformo utilizando una microjeringa Hamilton. Antes de la inyecciéon de las
soluciones se limpid la interfaz de la siguiente manera: se redujo el area superficial por
medio de las barreras del equipo y posteriormente se elimind cualquier contaminante
realizando succioén de la interfaz. Se control6 la limpieza de la interfaz verificando que
los valores de presion superficial sean menores a 0,2 mN.m*? para una isoterma
completa en ausencia de surfactantes. Luego de la inyeccion se esperaron 10 minutos
para evaporar el solvente, posteriormente se realizé la compresion de la interfaz por
medio de las barreras a una velocidad de 5 mm.min?, mientras en simultaneo se

registro la presion lateral (11) de forma tal de construir las isotermas.

Para el analisis de la variacion de la presién superficial en funcién de la
concentracién de surfactantes, se agregaron sucesivos volumenes de 5 pL de
soluciones de 0,100 M de PFO, PFN o PFD a la subfase de LiCl 10,00 mM en una

celda con un area interfacial igual a 3,92 cm?, mientras se media la presion superficial
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estacionaria para cada concentracion. De esta manera se alcanzaron valores

de concentracion de surfactante en la subfase en un intervalo de 1,00 a 4,00 mM.

5.3.3 Medidas de fluorescencia

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo empleando 1-sulfonato-
o-aminonaftaleno (en inglés, ANS) como sonda fluorescente en una concentracion
igual a 0,14 mM. Se analiz6 la variacion de la intensidad de fluorescencia en funcién
de la concentracion de surfactante en el siguiente intervalo de concentracién: 1,00
MM < Csurfactante < 3,00 mM. El fundamento de esta técnica se basa en que el
ANS solo fluorece en ambientes hidrofobicos por lo cual solo lo hara en el corazén
de la micela permitiendo con esta técnica determinar la CMC del surfactante

estudiado.

Para obtener el espectro de emision de fluorescencia del ANS a A= 475 nm se
utilizé un espectrometro de fluorescencia Perkin Elmer LS 55 excitando la muestra a

A=370 nm

5.3.4 Determinacion del nimero de agregacion

Se determind el nimero de agregaciéon de los surfactantes por el método de

atenuac{bquenching”) de fluorescencia de pireno (utilizado como sonda).

La concentracién de la sonda se mantuvo constante (igual a 20 uM) mientras
gue la concentracion de “quencher” (bromuro de cetilpiridinio), se varié entre 50,0 y
600,0 uM. La concentracién de surfactante se mantuvo constante y por encima de su

valor de CMC. El pireno es poco soluble en agua, por esta razén la solucion madre de
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esta sonda se prepardé en metanol, en una concentracion igual a 0,4 uM. Antes de
cada medida, las soluciones fueron agitadas durante 24 horas a 25° C en un bafio
termostatizado con el objetivo de alcanzar un equilibrio de solubilizacién. La longitud
de onda de excitaciéon de pireno fue A= 335 nm, los anchos de la banda de excitacion
y fluorescencia fueron de 3 nm. Todos los experimentos se llevaron a cabo a

temperatura constante de 25,0 £ 0,1 °C.

5.4 Resultados

5.4.1. Comportamiento electroquimico de tensioactivos
perfluorados

En la Figura 5.1 se muestran, los voltagramas obtenidos para las
formas aniénicas de los tres surfactantes analizados en el presente capitulo,
PFN , PFN y PFN. Durante el barrido negativo de potencial, ocurre la transferencia
de estos aniones desde la fase acuosa a la organica a un potencial Ep(-) = 0,410,
0,425 y 0,475 V respectivamente. Esta tendencia en los potenciales de pico
puede explicarse considerando que una disminucion del largo de cadena
produce a su vez una disminucién en la hidrofobicidad, y por lo tanto, un aumento
en el potencial requerido para transferir el anion a la fase organica
(corrimiento hacia potenciales mas negativos). Para los 3 aniones, los valores de
corriente de pico dependen linealmente de la raiz cuadrada de la velocidad de
barrido (Figura 5.2), lo cual indica que la transferencia de los 3 aniones esta

controlada por difusion.
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Figura 5.1 Voltametria ciclica para
[ la transferencia de PFO- ﬁnegro),
6 PEN-(rojo) y PFN(azul) en la
| interfaz agua / 1,2 dicloroetano.
3 Composicion de la fase
acuosa: Acido perfluorado 0,25
i i mM + LiCl 10 mM
= 0F Composicion de la fase
= L orgénica: TPnATCIPhB 10 mM.
3l v=0.050V.s?
Bk
9}
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E/V
60
b)
404
<
=5
204
0.004 0.008 0012 0.016 0_0'04 0.608 0_0'12 0.016
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Figura 5.2 Corriente de pico negativa (I,©) ) en funcion de la raiz cuadrada de la velocidad
de barrido (v2) para a) PFO",b) PFN"y c) PFN,

Composicion de la fase acuosa: Acido perfluorado 0,25 mM + LiCl 10 mM
Composicion de la fase organica: TPnATCIPhB 10 mM.
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5.4.2. Efecto de la concentracion de surfactante en su

respuesta electroguimica

En la Figura 5.3, se muestran los voltagramas obtenidos para
distintas concentraciones de PFN presente en la fase acuosa. A bajas
concentraciones de surfactante se observa un sistema formado por un solo pico de
corriente positiva y su correspondiente pico negativo, atribuibles a la transferencia del
surfactante aniénico en su forma monomérica desde la fase acuosa a la organica
durante el barrido negativo de potencial (corriente negativa) y el retorno a la fase
acuosa durante el barrido positivo (Figura 5.3A). Bajo estas condiciones se obtuvo
una relacién lineal entre la corriente de pico y la concentracion de surfactante, de la
pendiente de ese grafico, y de gréaficos similares obtenidos para PFN y PFN , se
calcul6 el coeficiente de difusion en fase acuosa (D). En la tabla 5.1 se observan los

valores de D obtenidos para los 3 surfactantes estudiados en su forma monomérica.

Coeficiente de difusion (D)/ 10 Scm?.s™

PFO 2,80
PFN 2,51
PFD 2,32

Tabla 5.1. Coeficientes de difusién de mondémeros de PFO", PFN-y PFN determinados por
voltametria ciclica.

A medida que la concentracion se incrementa, se observa la aparicion de un segundo
pico, a potenciales mas negativos, (Figuras 5.3 B-D). En este caso también se observa

una relacion lineal de la corriente de pico con la raiz cuadrada de la velocidad de
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barrido y con la concentracion del surfactante en fase acuosa. Este comportamiento

fue similar para PFN y PFN (ver anexo 1).

I/ pA
1/pA

0.2 014 ofe 018 0.2 0.4 0.6 0.8

40

50

20+ 25|

I/ pA
1/ pA

20t 2l BZ

40t ]
50 F

-60 F

-75F

0.2 04 06 08
E/V

Figura 5.3. CVs para la transferencia dePFN- en la interfaz agua/1,2-dicloroetano a diferentes velocidades
de barrido

Composiciéon de la fase acuosa: PFN- A) 0,05 mM, B) 0,32 mM, C) 0,74 mMy D) 0,95 mM + LiCl 10 mM
Composicion de la fase organica: TPnATCIPhB 10.00 mM.

V= 0,010, 0,025, 0,050, 0,075, 0,100, 0,150 y 0.200 V.s™.

Este segundo sistema de picos puede atribuirse a tres procesos diferentes: 1) difusién
facilitada de los aniones de surfactantes presentes en la fase acuosa por accion del
catibn TPnA" presente en la fase organica via formacion de un par ibnico TPnA* -
PFN ; 2) la transferencia de especies pre-micelares, formadas como producto del
aumento de la concentracion de surfactante, ocurriendo a potenciales mas negativos
comparados con la transferencia del monémero, lo cual se explica teniendo en cuenta
que la asociacion de 2 o0 mas moléculas de surfactantes conduce a que los agregados
sean mas hidrofilicos por aumento de la carga negativa y también porque las cadenas
carbonadas, al estar interrelacionadas, se mantienen menos accesibles a la fase
acuosa; 3) considerando que un aumento de la concentracién de surfactantes lleva a

un aumento de la adsorcion de estas moléculas en la interfaz, el segundo pico,
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entonces, podria corresponder a la desorcion de las moléculas presentes desde la
interffaz a la fase organica. Para determinar cual de estos tres es el proceso que
corresponde al segundo pico, se registraron cambios en la presion superficial en
presencia de surfactantes en una concentracion igual a 0,50 mM, antes y después de
un pulso de potencial a E=0,250 V (potencial de segundo pico) durante 30 segundos.
Debido a que a este valor de concentracion se observa el segundo pico, en el caso de
gue ocurriese una desorcion, se deberian observar cambios marcados en la tension

superficial luego de la aplicacion del pulso de potencial.

En la Figura 5.4 se muestran los cambios en la presion superficial, obtenidas
antes, durante y después de la aplicacion del pulso de potencial en presencia y
ausencia de surfactante. (Am= m-Mincia, dONde minicia COrresponde a la presion inicial,
registrada en la balanza de Langmuir sin ninguna perturbacién, mientras que m es la
presion registrada durante o luego de la aplicacion del pulso). El potencial inicial previo

a la aplicacién del pulso es el potencial de equilibrio a circuito abierto.
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Arn/mNm
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0 100 200 300 400
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Figura 5.4. Variacién de la diferencia de presién superficial (Am=m-minicia) antes y después
de aplicar un pulso de potencial a E= 0,250 V, durante 30 s. Las flechas azules hacia arriba
indican la aplicacién del pulso de potencial las flechas azules hacia abajo indican el final del
pulso.

Composiciéon dela fase acuosa:

LiCl 10 mM (Negro), Acido perfluorado 0,50 mM + LiCl 10 mM (Rojo).

Las flechas hacia arriba indican el comienzo del pulso de potencial mientras
gue las flechas hacia abajo indican el final del pulso. Como se observa, no hay un
descenso significativo en la presion durante la aplicacion del pulso ni tampoco se
evidencian diferencias en Amr en ausencia y presencia de surfactante, lo que indicaria
gue no ocurre una desorcién del surfactante. El descenso en la presion luego del pulso
correspondiente a 0,06 mN.m*, para ambas condiciones, en ausencia y presencia de
surfactante se debe a reordenamientos en la interfaz. Por otro lado, para este
segundo proceso electroquimico se observa una dependencia lineal de la corriente de
pico con v¥2 (anexo Figura 2), lo cual indica que la reaccion de transferencia de carga
esta controlada por difusion. Estas dos evidencias confirmarian que el segundo pico se
debe a la transferencia de una especia pre-micelar o a un par iénico formado entre el

cation soporte de la fase organica (TPnA") y los aniones perfluorados y se descartaria
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la posibilidad de que el segundo pico se deba a una desorcibn y posterior
transferencia a la fase organica.

Si la concentracién de PFN continla aumentando, a concentraciones iguales o
superiores a 2,24 mM, se aprecia un cambio abrupto en la forma de los voltagramas
(Figura 5.5). La normalizacion de la corriente por la concentracion de surfactante
permite clarificar mejor el efecto del aumento de la concentracion. Es evidente el gran
incremento en la corriente negativa, junto con un cambio en la forma del CV hacia un
perfil estacionario, a bajas velocidades de barrido, para estas concentraciones de
surfactante mayores a 2,24 mM. El cambio repentino en la respuesta voltamétrica
puede atribuirse a la formacion de micelas en la fase acuosa. El gran aumento de
corriente se deberia a un incremento de la carga negativa de la especie transferida
desde la fase acuosa a la organica, mientras que el valor relativamente bajo de
corriente en el barrido inverso reflejaria la inestabilidad de la micela en fase organica.
Al mismo tiempo la corriente estacionaria observada a bajas velocidades se puede
explicar como un aumento en la cantidad de moléculas adorbidas en la interfaz. En
este punto, vale la pena mencionar que la transferencia de especies ionicas a través
de interfaces modificadas por surfactantes puede tener lugar bajo diferentes
regimenes de transferencia de masa/ transferencia de carga . Si la pelicula de
surfactantes es homogénea y estructurada, el proceso electroquimico tiene un control
cinético y la transferencia ocurre mediante la permeacion a través de dicha interfaz
modificada. Si la distribucién de los surfactantes en una interfaz no es uniforme, con
dominios cubiertos y descubiertos (poros) la transferencia de iones puede ocurrir a
través de ambas regiones. En el caso en que la transferencia ocurra solo en las
regiones descubiertas, la respuesta voltamétrica depende del tamafio, distribucién y
namero de poros y del tiempo del experimento. Estas interfaces con dominios
descubiertos se pueden asemejar a un arreglo de microelectrodos y aplicar los

modelos tedricos de comportamiento difusional en microelectrodos 323 a altas

velocidades, cuando el didmetro del microporo, @, es mas grande que el espesor de la
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capa de difusion, la transferencia de masa a dicha interfaz ocurre mediante difusién

lineal semiinfinita y se observa la forma tipica de picos de corriente en voltagramas

ciclicos. Cuando la velocidad de barrido es baja y 8 es mas grande que @, pero
pequefia en comparacion a la distancia entre dos poros adyacentes, ocurre una
difusién radial para cada poro y se observan corrientes estacionarias en los
voltagramas (forma sigmoidea). La respuesta de estado estacionario evidenciada
para PFN a alta concentraciones y bajas velocidades de barrido, indica que la
transferencia de masa esté ocurriendo a través de un proceso de difusion radial. Estos
resultados demuestran la presencia de microporos en la interfaz, a través de los
cuales tiene lugar la transferencia de la micela. La forma de pico durante el barrido
inverso y su baja corriente comparada con los valores del barrido directo se explicaria
considerando que las micelas se disocian en la fase organica y los monémeros u otras
estructuras pre-micelares se transfieren hacia la fase acuosa a su correspondiente
Ep+). Si se aumenta la velocidad de barrido, se observan voltagramas convencionales
con picos de corriente. También en estos casos ocurre un cambio abrupto en los
valores de corrientes para valores iguales o superiores a 2,24 mM. A partir de estos
voltagramas, se analiz6 la dependencia de I,", (valores de la corriente de pico
negativas), con la concentracion de PFN , los cuales se discutiran en la seccién

siguiente.

Figura 5.5. CVs para la transferencia de
PFN- en la interfaz agua/l,2-dicloroetano
normalizados por la concentracion de PFN.

Composicion de la fase acuosa: PFN- +

LiCl 10,00 mM

Composicion de la fase organica:
TPnATCIPhB 10,00 mM

v=0.010 Vst
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5.4.3. Determinacién de la concentracion micelar critica (CMC)

por voltametria ciclica

En la Figura 5.6 se grafico la variacion de I,¥) , medida a E;= 0,425 V (proceso
correspondiente al monémero), y a E>= 0,320 V (segundo proceso correspondiente a
especies pre-micelares) en funcién de la concentracion de PFN. Para ello, se ajustaron
los picos del proceso a E;= 0,425 V con un modelo tedrico correspondiente a un
proceso reversible y controlado por difusion, que permitié dilucidar la corriente del
segundo proceso (a modo de ejemplo se muestra el ajuste para dos concentraciones,
ver anexo Figura 3). Como se observa en la Figura 5.6, la corriente de pico a E; para
PFN muestra una relacion lineal con la concentracion del anién hasta alcanzar un valor
constante. En paralelo, la corriente de pico correspondiente al segundo proceso (E=E>)
incrementa levemente en forma lineal con respecto a la concentracion de PFN hasta
valores de concentracion comprendidas entre 2,00 y 2,27 mM, a partir de los cuales
se observa un abrupto incremento de la corriente. Asi, del ajuste lineal de
ambos conjuntos de datos medidos en E. se determina la concentracion
micelar critica (CMC), como la interseccién entre los dos ajustes. Para PFN se
determiné un valor de CMC = 2,23 mM. Ademas vale la pena destacar en esta figura,
como evidencia adicional, que en el intervalo de concentracién al cual ocurre el
incremento abrupto de corriente de pico del segundo proceso, la corriente del primer
pico permanece constante, reforzando la hipoétesis de que se alcanza el equilibrio

mondmero / micela.
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Figura 5.6. Variacion de I, a E;=0,425Vy E>=0,320 V con la concentracion de PFN
Composicion de la fase acuosa: PFN + LiCl 10 mM
Composicion de la fase organica: TPnATCIPhB 10 mM

V =0.050 Vst

Esta metodologia se realizé de la misma manera para PFN y PFN (ver anexo
Figura 4). Los valores asi obtenidos de CMC para los tres surfactantes se muestran en
la tercer columna de la tabla 5.2. Como se esperaba, el valor mas alto de CMC se
obtuvo para PFN, debido a que su cadena carbonada es mas corta en comparaciéon a
los otros dos surfactantes, lo que conduce a menores fuerzas hidréfobas, es decir, una
menor entropia como fuerza impulsora en la formaciéon de micelas de surfactantes

comparado con las otras dos moléculas.
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CMC (mM) / Método

Presién Fluorescencia Electroquimico
superficial
PFO 11,1+0,2 9,9+0,2 94 £0,2
PEN 2,2+0,2 22+04 2,2+0,2
PFD 2,2+0,3 2,1+ 0,3 2,1+ 0,2

Tabla 5.2. Valores de CMC en milimolar calculados mediante la variacion
de presion superficial, por fluorescencia de ANS o por voltametria ciclica
en la interfaz agua/ 1,2-DCE.

5.4.4. Comparacion con otros métodos

5.4.4.1. Variacion de la presién superficial

En la Figura 5.7A se muestra la isoterma de compresion (presién vs area de la
cuba) obtenida para PFN a 25 °C. Se observa un leve descenso inicial de la presion
superficial, al principio de la compresion, indicando una desorcién inicial de un
pequefio nimero de moléculas desde la superficie, comportamiento que ya ha sido
reportado para compuestos parcialmente solubles en agua, como estas especies
ibnicas **. A pesar de esta desorcion inicial, el incremento en la presion observada
para valores de area menores a 100 cm? muestra que estos iones tienen una
importante actividad de superficie. De esta manera, se realizaron experimentos
analizando la variacion de m en funcién de la concentracion de surfactante en la

subfase. Para ello, se agregaron sucesivos volumenes de una solucion 1,00 mM de
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PFN, a una subfase de LiCl 10,00 mM con el objetivo de aumentar gradualmente la
concentracion de PFN dentro del intervalo comprendido entre de 1,00 y 3,5 mM. Luego
de cada inyeccion, se registro la variacion de la presion en funcion del tiempo (Figura
5.7B). La m estacionaria (valor constante en tiempo) obtenido después de cada
inyeccion se grafic6 en funcion de la concentracion de PFN y los resultados se
muestran en la Figura 5.7C. Como se observa, un incremento en la concentracion de
surfactante produce un aumento en la presiéon superficial, debido a la adsorciéon de
PFN, hasta alcanzar un valor constante que se logra cuando la superficie esta
saturada de moléculas de surfactante y la formaciéon de micelas comienza a ocurrir
dejando constante la concentracion de surfactante en la subfase en un valor igual a la
CMC una vez que se alcanza el equilibrio monémero = micela. La concentracion en la
cual se interceptan los ajustes lineales de las dos regiones en la Figura 5.7C es la
CMC para el surfactante estudiado. EI comportamiento fue similar para los otros
surfactantes (ver anexo Figura 4), los valores de CMC determinados a partir de esta
metodologia se muestran en la primer columna de la tabla 5.2. Como se puede
observar hay una buena correlacion entre los valores de CMC determinados por

medidas de presion superficial y los logrados por voltametria ciclica.
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Figura 5.7 A) Isoterma de compresion de PFN- en la interfaz agua/ aire obtenida después de la
inyeccion de 100 uL de una solucién de PFN- 0,70 mM en la interfaz. Composicion de Subfase: LiCl
10,00mM. B) Variacion de la presion superficial con el tiempo luego de sucesivas inyecciones de 5
pL de PFN-0,10 M en la subfase C) Variacién de la presion estacionaria (1) con la concentracion
de PFN-.

5.4.4.2 Medias de fluorescencia

Se llevaron a cabo experimentos de fluorescencia utilizando 8-aminonaftaleno-
1-sulfonato (ANS) como sonda fluorescente *°. Es importante remarcar que ANS sélo
muestra emision de fluorescencia en ambientes hidrofobicos, por ejemplo, cuando esta
particionado en una micela. La Figura 5.8 muestra la intensidad de fluorescencia de
una solucién de ANS 0,70 mM luego de la adiciéon de cantidades crecientes de PFN. El
cambio abrupto en la pendiente observado en el gréfico de intensidad de fluorescencia
vs concentracion de PFN se debe a la formacion de las micelas y en consecuencia el

acceso de ANS a un ambiente hidrofobico. El valor correspondiente a la intercepcion
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de ambas regresiones lineales es el valor de CMC. En la tabla 5.2 (segunda columna)
se muestran los resultados para los 3 surfactantes estudiados. Los resultados
obtenidos por esta metodologia concuerdan con los de presion superficial y en
consecuencia con los valores obtenidos por voltametria ciclica. Esta evidencia valida
el uso de voltametria ciclica en interfaces liquido/liquido como alternativa para

determinar valores de CMC de surfactantes cargados.

10k Figura 5.8 Variacion de la intensidad de
o fluorescencia (F) vs la concentracién de PFN-.
ol Solucién: sonda Fluorescente 0,70 mM + PFN- a
. diferentes concentraciones desdel,00 mM hasta
o 3,00 mM en LiCl 10.00 mM
b 8 B
x
vl
6 =]
9
5 99—
1.0 15 2.0 2.5 3.0
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5.4.5. Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE)y

medidas de capacitancia

Se realizaron experimentos de EIE con el objetivo de evaluar propiedades de
superficie en presencia de altas concentraciones de surfactante en la fase acuosa.
En estas condiciones se espera dilucidar si la adsorciébn de surfactante forma
una monocapa compacta, y encontrar una diferenciacion entre peliculas
homogéneas y heterogéneas con diferentes dominios. Se registraron los espectros
de impedancia en la interfaz liquido / liquido variando la frecuencia dentro de un
intervalo comprendido entre 0,1 Hz y 2 kHz, a dos valores de potencial: Edc: 0,400 V
(potencial al cual tiene lugar la transferencia de monémero o de la micela) y Edc:

0,800 V (donde no hay
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transferencia de surfactante), y dos concentaciones de PFN en fase acuosa: ci: 0,25
mM y ¢z 3,00 mM (c1 < CMC < ¢,). Las Figuras 5.9 A y B, muestran los gréficos de
Nyquist obtenidos en estas condiciones, junto con los resultados del ajuste (linea
sélida) obtenidos utilizando los respectivos circuitos equivalentes mostrados en la
Figura 5.9 C y D. El mejor ajuste de los puntos experimentales se logré con circuitos
gue dependen de la concentracion de surfactante: para valores de concentracién baja
de PFN (cy), el ajuste fue mejor con un circuito de tipo Randles (Figura 5.9 C), donde
R1 es la resistencia de la solucién, CPE1 es un elemento de fase constante el cual
tiene en cuenta la capacitancia de la doble capa (Cq), R2 es la resistencia a la
transferencia de carga y W1, es el elemento de Warburg que representa el proceso de
difusion de PFN . Cabe aclarar que no fue necesario agregar este elemento para Edc:
0,800 V, potencial en el cual no ocurre la transferencia de carga. Por otro lado, para
concentraciones de PFN mayores a la CMC (c2), los espectros de impedancia no se
pudieron ajusta con el circuito de Randles. En su lugar, los resultados ajustaron mejor
con el circuito equivalente mostrado en la Figura 5.9 D, el cual se puede interpretar en
funcion de la presencia de una pelicula no homogénea, donde estan presentes
diferentes dominios, con zonas cubiertas (formadas por moléculas de surfactante
adsorbidas) y zonas descubiertas (sin surfactante adsorbido). En este caso, los
diferentes elementos del circuito equivalente representan los siguientes parametros
eléctricos presentes en la interfaz: R3, CPE2 y R2 son la resistencia a la transferencia
de carga, la capacidad de la doble capa y la resistencia de la solucion en las zonas
descubiertas, respectivamente; mientras que CPEL representa la capacidad de la
monocapa en las zonas cubiertas, correspondientes a los dominios con PFN
adsorbidas. Estos resultados, demuestran la presencia de diferentes dominios, lo cual

es consistente con la respuesta tipica de corriente estacionaria observada durante el
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barrido negativo en los voltagramas obtenidos para la transferencia de PFN a bajas

velocidades de barrido, comportamiento tipico de transferencia ibnica en microporos.
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Figura 5.9 Graficos de Nyquist, Z” vs Z', obtenidos a (A) E = 0,400 V and (B) E= 0,800 V. Los ajustes de los
puntos experimentales se muestran en una linea sélida. Fase acuosa: LiCl 10,00 mM + PFN (e) 0,25 mM
(m) 3,00 mM. Fase organica: TPnATCIPhB 10,00 mM. C) y D): Circuitos empleados para los ajustes de EIE
a bajas y altas concentraciones de PFN- respectivamente.

La Figura 5.10 muestra la variacién de la capacitancia, C, con el potencial,
obtenida por voltametria a.c en la interfaz liquido/ liquido, en ausencia y presencia de
PFN en la fase acuosa en concentraciones iguales a c1 y ¢.. Como puede observarse,
las curvas que corresponden a la capacitancia de la doble capa de la interfaz, en
ausencia o presencia de bajas concentraciones de PFN (ci) son casi coincidentes,
excepto por el maximo que se observa a E=0,450 V debido a la pseudo capacitancia
producida por la transferencia de PFN. Para la condicibn c;, es decir a
concentraciones mayores que la CMC, se evidencia un cambio importante en las
curvas C vs E mostrando un corrimiento general de la curva hacia potenciales mas

positivos, lo cual indica la absorcion de moléculas con carga negativa, mientras que
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los dos maximos observados se deberian a la presencia de dos regiones dentro de la

interfaz, tal como se menciono anteriormente.

Figura 5.10 Gréaficos de Capacitancia vs

S Potencial. Composicion de la fase acuosa:
\ LiCl 10,00 mM (e ee), LiCl 10,00 mM + PFN
0,25 MM (=) y LiCl 10,00 mM + PFN 3,00
41 ‘ (eee) 0,00 mM mM PEN (- - -).
- (=) 025mM Composicion de la fase orgénica:
3l (---) 3.00mM TPNATCIPhB 10,00 mM.

\ La frecuencia utilizada es la
correspondiente al valor maximo de angulo
de fase en el grafico Bode.
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5.4.6 Determinacion del numero de agregacion en las micelas

El nimero de agregacién micelar puede determinarse registrando cambios en
la fluorescencia de una sonda en presencia (F) y en ausencia (F,) de diferentes
concentraciones de un atenuador (“quencher”, Q), de acuerdo al método reportado por
N.J. Turri y col. 6. En este caso se registro la atenuacion de fluorescencia de la sonda
pireno, (P) por el atenuador hidrofébico, cloruro de cetilpiridinio (Q). Tanto P como Q
tienen afinidad por ambientes hidrofébicos y, en consecuencia estan distribuidos
preferentemente dentro del corazon de las micelas. Para una solucibn que
contiene surfactantes (PFO, PFN o PFD) en concentraciones mayores a la CMC
([So] > CMC), tanto los mondmeros como las micelas (formadas por N moléculas de
surfactante) estan presentes, y la concentracion de micelas, [M], puede

representarse como:
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[M] = ([So] — CMC)/ N Ec.5.1

Si el atenuador esté presente en la misma solucién, en una concentracion [Q],
y se adiciona la sonda al sistema en una relacibn mayor al atenuador, ésta se
particionara tanto en las micelas que contengan a Q como en micelas “vacias”, es
decir en aquellas que no tienen presente a Q. Mediante una distribucién de Poisson
se puede describir estadisticamente la particion de P y Q en las micelas. Si la sonda
s6lo fluoresce cuando ocupa una micela vacia, y su fluorescencia esta totalmente
atenuada cuando ocupa una micela que contiene Q, la relacion entre intensidades de

fluorescencia (F/Fo) en presencia y ausencia de Q se define como:
F/Fo = exp (—[Q]/[M]) Ec.5.2

Por lo tanto, se espera un decaimiento de F/Fo si se aumenta la concentracion de
atenuador Q. Si se combinan las ecuaciones 5.1 y 5.2, se obtiene la siguiente

expresion:

Ln (F/Fo) = — ([Q]-N)/([So] — CMC) Ec5.3

De esta manera, el logaritmo de la relacion entre el area integrada para cada
espectro de fluorescencia de pireno en ausencia y en presencia de diferentes
concentraciones de Q para cada surfactante (Figura 5.11 A), se graficé en funcién de
la concentracion de Q (Figura 5.11 B). A partir de la pendiente de la Figura 5.11 B, se
determind el valor de N. Los resultados obtenidos fueron 12, 9 y 5 moléculas por
micela para PFO, PFN y PFD, respectivamente. Estos nimeros dan cuenta del
incremento en | cuando se forma la micela respecto a la | del mondémero (voltagramas
a alta concentracibn comparado con baja concentracion de surfactante). Del andlisis

de estos resultados, se podria pensar que los valores son muy pequefios para tratarse
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del numero total de moléculas de surfactante que componen a una micela. Sin
embargo, existen antecedentes con nimeros de agregacion similares para este tipo de
surfactantes. Turro y col. determinaron que N para el perfluorooctanoato de sodio es
de 7 moléculas por micela . En dicho trabajo, los autores mencionan la posible
formaciéon de “mini” micelas de este surfactante, en contraste a las micelas formadas

por los surfactantes hidrocarbonados, que suelen tener un N mas alto.

Una vez calculados los valores de N, se pudo determinar el valor del
coeficiente de difusion de las micelas en agua para los 3 surfactantes estudiados, a
partir de la variacion de la corriente de pico con la concentracion de surfactante
(Figura. 5.6) dentro del intervalo de concentraciones: 2,10 mM<c<3,00mM. Los
resultados se muestran en la tabla 5.3, estos resultados muestran Ordenes de

magnitud similares a los reportados por T. Asakawa y col. ” para micelas de PFN.

450 | 00F Qo

B)

Incremento de [Q]

300

150

350 400 450 0.0 0.2 0.4 0.6
A/ nm CQImM

Figura 5.11: A) Espectro de Pireno a diferentes concentraciones de Q (bromuro de cetilpiridinio). Solucion:
Pireno 2,0 mM + Q a diferentes concentraciones desde 50,0 mM a 600,0 mM + PFN- 4,00 mM + LiCl 10,00
mM. B) Grafico de Ln (F/Fo) para Pireno en funcion de la concentraciéon de Q.
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Coeficiente de difusion

(D)/ 10 *cm?.s?

PFO 2,4.10%
PFN 4,46 .10
PFD 7,76.10°

Tabla 5.1. Coeficientes de difusion de monémeros de
PFO, PFN- y PFN determinados por voltametria
ciclica.

5.5. Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados de esta seccidn, se puede proponer
a la voltametria ciclica en interfaces liquidas como una metodologia Util
para la determinacién de la CMC de surfactantes cargados cuya transferencia a
través de la interfaz liquido/liquido dé lugar a una corriente eléctrica detectable.
Los valores de CMC se calcularon a partir del cambio abrupto observado en
la corriente voltamétrica, coincidente con un cambio en la forma del voltagrama al
aumentar la concentracion de surfactante. Los resultados obtenidos concuerdan
con los valores determinados por métodos convencionales para medir CMC.
De la misma manera, el coeficiente de difusion de las micelas se pudo
determinar a partir de los valores de corriente, previa determinacion del namero de
agregacion por métodos espectrofluorométricos. Los  experimentos de
espectroscopia de impedancia muestran que a una alta concentracidon
de surfactante se forma una monocapa heterogénea, con dominios

desnudos y cubiertos, sobre la interfaz liquido/liquido.

Ademas de la posibilidad de determinar parametros importantes de las micelas
por esta metodologia, se contribuyo al conocimiento del comportamiento de
surfactantes y micelas en la interfaz entre dos solventes inmiscibles, lo cual

es particularmente importante considerando que las aplicaciones principales de las
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especies micelares se basan en el transporte de diferentes sustancias a través de
diferentes medios, cambiando de un entorno polar a otro no polar, que puede modificar
su naturaleza. La posibilidad de controlar la entrada y salida de estas especies desde
el agua al solvente orgéanico, y viceversa, aplicando una diferencia de potencial, es una
estrategia interesante para predecir el comportamiento de las micelas en tales

interfaces.

En base a los resultados obtenidos en esta seccion, en la Figura 5.12 se ilustra
el comportamiento propuesto para surfactantes perfluorados en la interfaz agua/1,2
DCE: a concentraciones menores a la CMC, el surfactante en su forma monomérica,
se transfiere a través de la interfaz liquido/ liqguido mediante un mecanismo controlado
por difusién, mientras a concentraciones de surfactantes mayores a la CMC, dichas
moléculas se encuentran adsorbidas en la interfaz, formando dominios cubiertos y
descubiertos, y las especies micelares se transfieren a través de los dominios

descubiertos (poros).

Mcemc ? caemMe

Fig 5.12 Comportamiento propuesto para surfactantes perfluorados. A) Si la
concentracion es menor a la CMC, se observan voltagramas convencionales
controlados por difusion. B) Si la concentracion es mayor o igual a la CMC se observa
una respuesta de corriente estacionaria debida a la transferencia de las micelas a través
de los poros.
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6. Efecto de surfactantes perfluorados
sobre modelos de membranas

6.1. Introduccion

Tal como se menciond en capitulos previos, los acidos perfluorados (PFA),
son moléculas tensioactivas, donde todos los &atomos de hidrégeno de las
cadenas hidrocarbonadas estan reemplazados por atomos de fldor!, esto
les confiere propiedades especiales, que conducen a una amplia gama de
aplicaciones industriales 13 ggte interés industrial radica principalmente en la
fuerza del enlace C-F, en la €Structura de estos compuestos, lo cual les da una
gran estabilidad. Por otra parte, esta ventaja desde el punto de vista industrial se
contrasta con los grandes problemas ambientales que generan esos compuestos:
debido a su alta estabilidad, producen un alto impacto en el ambiente ya que no
son biodegradables y, en consecuencia, prevalecen por mucho tiempo y tienden a
bioacumularse en humanos, animales o bien en el agua o el suelo % De esta
manera, existe evidencia de la presencia de estos compuestos en el ambiente °,
aves y mamiferos marinos °, sedimentos de los lagos ’, cursos diversos de agua
811 sangre y orina humana #'?14, En la Ultima década ha habido un importante

namero de publicaciones sobre la toxicidad de estos surfactantes sobre las células
1517 animales %% y humanos 2?4, Estos articulos demostraron que la presencia

de PFAs pueden generar diversas enfermedades o desordenes: bajo peso de
nacimiento, hiperuricemia, enfermedad crénica de los rifiones, enfermedad de
tiroides, entre otras ?*. El grado de contaminacién causado por estos surfactantes
es tan dafino que varios paises han comenzado a regular su produccion y aplicacion.
La toxicidad de estos compuestos sobre el organismo humano puede involucrar

diferentes niveles: neurotoxicidad, toxicidad en higado y pulmones? Resulta
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importante mencionar que por su caracteristica anfipatica, estos efectos se
pueden deber a que estos compuestos interaccionan con membranas biolégicas.
Numerosas publicaciones abordan el estudio del comportamiento de &cidos
perfluorados en la interfaz aire/agua 2°2° y también hay algunos reportes del
efecto de PFA sobre modelos de membranas; monocapas 23° o bicapas

3132 Lehmler y Bummer demostraron que los acidos perfluorados se mezclan

parcialmente con monocapas de fosfolipidos mientras que en bicapas en fase
gelificada fueron inmiscibles 3. Ademas, W. Xie y col. encontraron que el &cido
perfluorooctanoico (PFO) se particiona de forma mas eficiente en la fase liquida de
dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC) y que se forman heteromicelas entre este
fosfolipido y PFO 3. Por otra parte, M. Paige propuso que las propiedades de
miscibilidad entre lipidos y moléculas de perfluorados pueden utilizarse para

modular las propiedades topogréaficas de las peliculas que forman .

Debido a lo expuesto resulta interesante estudiar la interaccion de los
PFAs con membranas biol6gicas, ya sea desde modelos sumamente
simplificados como monocapas, de los que existen algunos reportes, hasta
estructuras mas complejas como vesiculas. En base a esto, el presente capitulo se
centr6 en el estudio del &acido perfluorodecanoico (PFD) en modelos de
membranas. Se evalué como la carga eléctrica en la interfaz y la compactacién
de las monocapas modulan la interaccion entre fosfolipidos y PFD utilizando
isotermas de compresion de Langmuir, isotermas de penetracion y microscopia de
angulo de Brewster (BAM). Ademas, se estudio el efecto de PFD sobre vesiculas
a través de ensayos de nefelometria y dispersion dinamica de luz (DDL) con el
objeto de evaluar el efecto de este surfactante en las propiedades de estructuras

mas complejas.
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6.2. Objetivos

6.2.1. General

El objetivo general de esta seccion fue estudiar el efecto de los acidos
perfluorados sobre modelos de membrana simplificados, monocapas en la

interface agua/ aire y vesiculas.

6.2.2. Especificos

e Evaluar el efecto de los acidos perfluorados en la estabilidad de monocapas de
los lipidos estudiados.

e Determinar si existe una miscibilidad mediante el estudio de las interacciones
entre el surfactante perfluorado y los lipidos estudiados.

e Caracterizar propiedades de superficie de los lipidos y el surfactante
perfluorado a través de experimentos de microscopia de angulo de Brewster
(BAM).

e Calcular una presion de exclusion del surfactante PFD en monocapas de los
lipidos seleccionados.

e Evaluar el efecto litico de PFD sobre vesiculas unilamelares grandes (LUVS) de

de DSPA y DLPA, registrando los cambios por DDL y nefelometria.
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6.3. Parte experimental

La estructura quimica de los reactivos empleados se observa en la Figura 6.1

(a) DSPA

O

H p)k/\/\/\/\/\/\/\/\
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Fig 6.1 Estructuras de los fosfolipidos: a) 1,2-diestearoil-sn-glicerol-3-fosfato (DSPA), b) 1,2-
diestearoil-sn-3-fosfoetanolamina (DSPE), c) 1,2-dilauril-sn-glicerol-3-fosfato (DLPA) y d) del
Acido perfluorodecanoico (PFD)

6.3.1 Reactivos

Fosfolipidos:1,2-diestearoil-sn-glicerol-3-fosfato(DSPA),1,2-diestearoil-sn-3-
fosfoetanol amina (DSPE), y 1,2-dilauril-sn-glicerol-3-fosfato (DLPA) de Sigma-

Aldrich (pureza 98%).

Acido Perfluorado: Acido perfluorodecanoico (PFD) Sigma-Aldrich (98% de pureza).
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Reactivos quimicos: LiCl (electrolito de la subfase), Merck (Germany). Cloroformo,

Sintogran (Argentina). Metanol, Dorwil S.A (Argentina).

Las soluciones acuosas se prepararon con agua ultra pura desionizada (Milli-

Q Gradient System, Millipore, Bedford, MA).

6.3.2 Métodos

6.3.2.1 Monocapas en la interfaz agua/aire

Las soluciones de lipidos se prepararon en cloroformo:metanol 2:1 v/v en una
concentracion igual a 1,0 mM. Se prepararon mezclas de PFD y fosfolipidos en
distintas proporciones en tubos eppendorfs previa inyeccibn de las mismas.
Posteriormente se generaron las monocapas de las mezclas mediante la inyeccion de
las soluciones lipidicas mencionadas sobre la superficie de una solucion de LiCl 10,0
mM, empleando una microjeringa Hamilton. Luego de la inyeccion se esper6 10
minutos, a fin de evaporar el solvente y, transcurrido este tiempo la interfaz comenz6 a
comprimirse mediante las barreras méviles a una velocidad de 10 mm.min?* mientras
se registraron los cambios en la presion lateral (m).Las relaciones molares para las

mezclas lipidos:PFD fueron: 100:0, 80:20, 60:40, 20:80 y 0:100.

Durante la compresion también se observaron propiedades de superficie
a travées de microscopia de angulo de Brewster (BAM). Antes de las
inyecciones se calibro el equipo con la interfaz limpia para determinar, la sefial
oscura (DS, valor de la reflectividad en la interfaz en ausencia de lipido) y la
intensidad de la luz reflejada (RP) s, 37 Los niveles de gris promedio fueron
determinados para 5 regiones diferentes correspondientes a cada fase, en al
menos 2 imagenes para cada condicion empleando el software ImageJ. En

todos los experimentos se controlé la temperatura igual a 21°C utilizando un
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termocirculador. Este valor de temperatura es inferior al de la transicion principal

para todos los lipidos estudiados.

6.3.2.2 Insercion de PFD en monocapas preformadas de

lipidos y determinacion de la presion de exclusion

Estos experimentos se llevaron a cabo en una cuba de volumen= 5,00 mL y
area de superficial igual a 15,8 cm?. El procedimiento seguido se observa en la Figura
6.2 (se muestran los resultados para DSPE, el mismo procedimiento se repitié para
todos los lipidos estudiados). En primer lugar, se coloca la solucién de LiCl en la
cuba, posteriormente se inyecta sobre la superficie la cantidad necesaria de lipido
para lograr una presion igual a 15 mN/m (flechas rojas, Figura 6.2a). De esta manera,
se genera una monocapa lipidica, sobre la cual se determinara la concentracion de
saturacion para PFD. Finalmente, se realizan sucesivas inyecciones de la solucién de
PFD directamente en la subfase, sin perturbar la superficie (flechas azules, Figura
6.2a) y se registra el valor de presion final, luego de esperar 12 minutos después de
cada inyeccion. A partir de los resultados mostrados en la Figura 6.2a, se grafica
entonces, el cambio en la presion luego de cada inyeccion de PFD, con respecto a la

presion inicial (Arm; / mN.m™?), en funcion de la concentracién de PFD (Figura 6.2b).
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Figura 6.2 Secuencia tipica para la determinacion de la presion de exclusion de PFD desde
la monocapa lipidica a la subfase: a) inyecciones sucesivas de PFD en la subfase en
presencia de una monocapa preformada de DSPE a una presion inicial de 15 mN.m, b)
cambio en la presion superficial con respecto a la presion inicial, para cada concentracion de
PFD, calculados a partir de fig.6.2a, c) Variacion de la presion superficial antes y después de
la inyeccion de PFD a una concentracion igual al valor de saturaciéon observado en (b) para
dos presiones superficiales iniciales diferentes, d) Grafico de los valores de Ami (obtenidos de
la Figura 6.2c) vs mi. Concentracion de PDF inyectada 0,52 mM. A partir de la interseccion
con el eje x se obtiene el valor de presién de exclusién.

Como puede observarse, se obtiene un aumento inicial en Ami para alcanzar, a
altas concentraciones, un valor de saturacion constante de Ami, a partir del cual no se
observan cambios posteriores en la presion superficial. Esta concentracion se
denomina concentracion de saturacion y fue calculada para cada lipido estudiado. Una
vez determinada esta concentracién de saturacion, se prosiguié con la evaluacion de
la capacidad de penetracion de PFD a diferentes valores iniciales de presiéon
superficial. En la Figura 6.2c, se muestran, a modo de ejemplo, dos curvas de i vs t
obtenidas a dos valores de presiones iniciales diferentes, utilizado la saturacién de
saturacion de PFD determinada en la Figura 6.2d. A partir de este gréafico se obtienen
los valores de Am; para cada presion inicial, con estos valores se construye un grafico

de A en funcion de m; (Figura 6.2d). A partir de la interseccion de la linea recta con el
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eje X, se obtiene el valor maximo de presion en la cual PFD puede penetrar la
monocapa del lipido en cuestién, a este valor se lo denomina presion de exclusion

(flecha azul, Figura 6.2d).

6.3.2.3 Determinacion de tamaho de vesiculas por

dispersion dinamica de la luz (DDL) y nefelometria

Se generaron vesiculas unilamelares grandes (LUVs) de DSPE, DSPA y
DLPA mediante el agregado de una solucion de cloroformo/metanol que contiene
dichos lipidos sobre la pared de un tubo de vidrio. Posteriormente a través de una
corriente de N, se evaporo el solvente y se genero una pelicula sobre la pared. Las
Ultimas trazas de solvente se eliminaron, incubando los tubos en un ambiente de alto
vacio durante 2 horas. Posteriormente, los lipidos fueron resuspendidos en una
solucion acuosa de LiCl 10 mM, logrando una concentracion lipidica final de 0,5 mg/
mL. A esta suspension se le aplicaron 5 ciclos de calor-agitacion-frio, cada uno
durante 1 minuto. El proceso de calor fue llevado a cabo en un bafio de 60°C y luego
en una incubacién en hielo. Las vesiculas formadas fueron luego separadas por su
tamafio a través de una membrana de extrusion cuyo tamafio de poro es 100 um.
Bajo estas condiciones se lograron vesiculas de DLPA y DSPA 38, El tamafio de las
LUVs asi generadas se determiné por DDL, obteniéndose valores promedio de (84

+16) nmy (71+£13) nm para DLPA y DSPA, respectivamente.

Se evaluf la estabilidad de las LUVs de DSPA y DLPA frente a la adicion de
PFD (efecto detergente) a través de la ruptura de estas nanoparticulas. Con este fin
se agregaron volumenes crecientes de una soluciéon de PFD 16 uM en LiCl 10 mM a
la solucion que contiene las LUVs. El efecto de PFD se registro por seguimiento de la

turbidez mediante nefelometria. La difraccion de la luz depende del tamafio de
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particula, por lo tanto, si existe una ruptura de estas particulas la difraccion disminuye
39, Se registro la turbidez relativa después de cada adicién de la soluciéon de PFD y el

porcentaje de turbidez (%RT) fue calculado como:
%RT = RT;/ RTy x 100 Ec. 6.1

Donde T, es la turbidez inicial mientras que T; es la turbidez posterior a la adicion.

6.4. Resultados

6.4.1. Isotermas de Langmuir y microscopia de angulo de

Brewster

La Figura 6.1 muestra la estructura quimica de los diferentes

lipidos estudiados (DSPA, DSPE y DLPA) y la de PFD. En el caso de DSPA y
DLPA los valores promedio de pKa aparentes son: pKa;= 3,2 y pKax= 8,3,
mientras que los valores correspondientes a DSPE son: pKa; = 2,2 y pKa,=10,1
40, PFD es un &cido fuerte con un valor de pKa= -0.17 . Por lo tanto, en las
condiciones del presente trabajo (pH=6), DLPA, DSPA y PFD son aniones con carga
-1, mientras que DSPE es un zwitterion. Con el fin de evaluar el efecto disruptivo
de PFD en estos modelos de membranas, se registraron isotermas de
compresion de Langmuir para diferentes lipidos (DLPA, DSPA y DSPE) y PFD

(Figura 6.3).
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Figura 6.3 Isotermas de compresion, para las mezclas: (a) DSPA:PFD; inserto: PFD:100%, (b)
DSPE:PFD, (c) DLPA:PFD, para las siguientes fracciones molares Lipido:PFD: (negro) 100:0, (rojo)
80:20, (azul) 60:40, (magenta) 20:80, (verde) 10:90 y (gris) 5:95. (d) Areas de elevacion inicial en funcion
de la fracciéon molar PFD para: (rojo) DSPE, (negro) DSPA y (azul) DLPA. Composicion de la subfase:

LiCl 10 mM, pH =6.00y T= 21°C.

6.4.2. Efecto de PFD en monocapas de DSPA

La Figura 6.3a muestra la presion superficial en funcion del area molecular

promedio para monocapas de PFD pura (inserto) DSPA pura y mezclas DSPA:PFD de

diferentes proporciones. Cabe aclarar que en el caso de monocapas que contienen
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DSPA, tanto puro como formando mezclas con PFD, siempre se representa el area
molecular media del lipido en el eje x. Por el contrario, para las monocapas de PFD
puro, el eje x representa el area de la cuba ya que la alta solubilidad de PFD en agua
no permite estimar el numero de moléculas que se mantienen adsorbidas en la

superficie.

La conducta de la pelicula de PFD bajo compresion fue altamente dependiente
de la cantidad de PFD inyectada en la interfaz. A bajas concentraciones superficiales
de PFD se observa una disminucion suave de la presion superficial al comienzo de la
isoterma de Langmuir. Este efecto se puede atribuir a la solubilizaciéon de las
moléculas de PFD hacia la sub fase acuosa, efectos similares se han reportado para
otros compuestos perfluorados 342, Para esta pelicula la maxima presion alcanzada
fue 15 mN.m™. Por lo tanto, la isoterma correspondinte a PFD puro puede interpretarse
considerando que estas moléculas no forman una pelicula estable debido a su alta
solubilidad en agua. Esta hipotesis puede corroborarse a través de las imagenes de
BAM de peliculas de PFD puro, las cuales no mostraron diferencias significativas con

respecto a una interfaz limpia.

Las imagenes de angulo de Brewster correspondiente a monocapas de DSPA
puro corresponden a una pelicula condensada y homogenea, tal como se encuentra

en bibliografia®®.

Luego de caracterizar el comportamiento de peliculas de PFD y DSPA puros
por separado, se analizaron las mezclas DSPA:PFD, aumentando la fraccion molar de
PFD entre 0 y 95% (Figura 6.3a). Como se puede observar en las isotermas, el
aumento de la concetracion de PFD en la mezclas produce un incremento en las areas
de elevacion inicial (Figura 6.3d). Este resulado aporta evidencias de presencia de

PFD en la monocapa. En este punto es importante destacar, tal como se explicd
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anteriormente, que todas las isotermas se refieren al area por molécula de fosfolipido,
calculada a partir de la relacion entre el area total de la cuba y el numero total de
moleculas de fosfolipido, independientemente de que la solucion inyectada tuviera
lipido puro o mezclas lipido:PFD. De este modo, un aumento en el area por molécula
de lipido en presencia de PFD se puede interpretar ya sea considerando que el lipido
ocupa un area mayor dentro de la monocapa o bien que las moléculas de PFD se
insertan dentro de la monocapa, ocupando un espacio y dando como resultado una
mayor relacion area/molécula de lipido. EI aumento en los valores de area de
elevacion inicial a presiones bajas podria deberse a repulsion electrostatica entre los
grupos polares cargados negativamente de DSPA y los grupos polares de las
moléculas de PFD, lo cual conduce a un area mas alta por molécula de lipido y a una
monocapa méas compresible. A medida que la compresion continla hacia areas
moleculares mas pequefias y presiones mayores, las isotermas se aproximan a la
correpondiente a DSPA puro para todos los valores de concentracion de PFD. Este
resultado se debe, probablemente, a la expulsion y posterior solubilizacion de las
moléculas de PFD, a altas presiones. En lo que respecta al area y presion de colpaso,
podemos decir que la presencia de PFD no induce cambios significativos en estos
parametros.

Las imagenes de BAM permiten cuantificar la reflectividad de la monocapa a
través de los cambios en el nivel de gris (GL) cuando una pelicula, de indice de
refraccion diferente con respecto al agua o a la pelicula lipidica, esta4 presente en la
interfaz, pudiéndose ademas determinar el espesor optico de la pelicula 4. La Figura
6.4, muestra las imagenes de BAM obtenidas para mezclas DSPA:PFD en las
siguiente fracciones molares: 100:0, 60:40 y 10:90 (algunas de ellas se corresponden
con las mostradas en la Figura 6.3a), y la Figura 6.7a muestra los correspondientes

valores de GL para las diferentes zonas: dominios (e) y fase condensada (m). Como se
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discutié previamente, las imagenes de BAM para DSPA puro (Figura 6.4a) muestran
una pelicula condensada y homogénea en todo el intervalo de presiones analizadas.
Cuando se analiza el nivel de gris de las imagenes se observa un aumento gradual
hasta un valor constante, alrededor de 28. Este aumento se debe a la organizacion de
las cadenas hidrocarbonadas de forma perpendicular a la interfaz agua/ aire a medida
gue avanza la compresion (Figura 6.7a, cuadrados negros). Si se agrega PFD a las
mezclas, en bajas proporciones (DPSA:PFD 60:40, Figura 6.4b), se encuentra una
respuesta diferente con respecto a DSPA puro. La primera diferencia observada es la
presencia de peliculas no homogéneas a presiones bajas. A m = 3 mN.m? se
distinguen “islotes” grises claros y dominios oscuros, ambos contenidos dentro de una
fase continua (Figura 6.4b). EI GL determinado para los “islotes” es alrededor de 29,
valor similar al que se encontr6 para DSPA a altas presiones. Por lo tanto, estas
regiones probablemente sean zonas de lipido puro altamente condensado, las cuales
se hacen mas homogéneas a medida que la presion aumenta. Por otra parte, la
presencia de dominios oscuros (circulos rojos, Figura 6.7a) con un nivel de gris
cercano a 8 prevalece hasta ™ = 20 mN.m?, por lo cual esta estructura puede
atribuirse a dominios enriquecidos con PFD. Una conducta similar se observo para
otras moléculas perfluoradas, lo cual se atribuy6 al indice de reflexién bajo de los

anfifilos fluoradorados “°.
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DSPA:PFD

(b) 60:40

10mN/m 20mN/m

20mN/m 30mN/m

Figura 6.4 Imagenes de BAM para monocapas de DSPA:PFD en las relaciones: (a) 100:0, (b) 60:40 y (c)
10:90 a diferentes presiones superficiales (171 = 0-30 mNm-1). Condiciones experimentales de la sub fase:
LiCl 10 mM, pH=6.00y T = 21°C.

Los dominios oscuros desaparecen cuando la presion superficial aumenta por
encima de 1 = 25 mN.m; al mismo tiempo que la isoterma de Langmuir de la mezcla
se aproxima a la isoterma correspondiente de DSPA puro, evidencian la expulsion de
PFD desde la interfaz y su posterior solubilizacibn en agua. Esta situacién esta

inducida, probablemente, por la repulsion electrostatica entre PFD y DSPA, la cual
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aumenta significativamente a medida que progresa la compresién, y también por la
diferencia en el largo de la cadena hidrocarbonada de ambas especies, lo cual no

contribuye a interacciones de van der W aals favorables.

Ademés podemos mencionar que el PDF es altamente soluble en la subfase, lo
cual contribuye a su expulsion de la interface. Otra evidencia que apoya la hipétesis de
expulsién de PFD es el hecho de que el area de colapso es constante para todos los
valores de fraccion molar de PFD (Figura 6.3a), y ademas las imagenes de BAM
obtenidas por encima 1 = 25 mN.m*, son homogéneas, condensadas y con el mismo
nivel de gris que la monocapa de DSPA puro. Por lo tanto los resultados presentados
hasta aqui indican que la mezcla DPSA:PFD 60:40 se comporta como un sistema no

miscible a bajas presiones.

La Figura 6.4c, muestra las imagenes de BAM para la mezcla DSPA:PFD
10:90. En este caso a bajas presiones superficiales, el lipido forma dominios circulares
brillantes de DSPA/PFD (bajo estas condiciones la cantidad de PFD es
suficientemente alta para evitar la formacion de “islotes” de DSPA puro), y el nivel de
gris de los dominios es menor que el correspondiente a DPSA puro (cuadrados azules
Figura 6.7a), indicando una mezcla parcial con PFD. A medida que la presién aumenta
la pelicula se hace mas homogénea pero con un nivel de gris menor que el de DSPA
puro y presenta dominios oscuros elongados de PFD, similar a los encontrados para
DSPA:PFD 60:40. La fase continua tiene un nivel de gris menor que el obtenido para
DSPA, pero estos valores se van asemejando gradualmente, a medida que la presion
se aproxima a 25 mN.m*?; por encima de ese valor la pelicula es homogénea y
condensada (Figura 6.4c). Estos resultados pueden interpretarse considerando un
mezclado parcial entre DSPA y PFD a presiones menores que 20 mN.m; por encima

de este valor PFD es expulsado de la interfaz.
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6.4.3. Efecto de PFD en monocapas de DSPE

La Figura 6.3b muestra las isotermas de Langmuir para DSPE puro y
para mezclas DSPE: PFD. La isoterma de DSPE esta caracterizada por una presion
y area de colapso de 55 mN.m?* y 38 A2 respectivamente, similar a los valores
informados previamente 4. Las imagenes de BAM muestran una pelicula
homogénea en todo el intervalo de presiones estudiado (Figura 6.5a), con un valor

de GL promedio igual a 32 (Figura 6.7b, cuadrados negros).

DSPE:PFD

(a) 100:0

20mN/m

.

(b) 60: 40

20 mN/m

Figura 6.5 imagenes de BAM para monocapas de DSPE:PFD en las proporciones: (a) 100:0, (b) 60:40 y (c)

10:90 a diferentes presiones superficiales (T = 0-30 mNm-1). Condiciones experimentales de la subfase 10
mM, pH=6.00y T = 21°C.
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La presencia de PFD en monocapas hibridas de DSPE:PFD produce (de
manera similar a lo observado en las mezclas DSPA:PFD) un corrimiento en las
elevacion inical hacia valores mas altos (Figura 6.3d), el cual se hace mas
pronunciado a medida que la concentracién de PFD aumenta. Para valores de presion
mayores, las isotermas de Langmuir tienden a parecerse a las obtenidas para DSPE
puro, indicado nuevamente una posible la expulsion de PFD desde la monocapa a la
subfase. Si se observan las imagenes de BAM (Figura 6.5b), la presencia de PFD en
la mezcla DSPE:PFD 60:40 induce la segregacion de una fase enriquecida en PFD
con un valor de GL inferior al que corresponde a DSPE puro, a m > 20 mN.m;
también en este caso la apariencia es la de dominios elongados* con un valor de GL
entre 10 y 20 (Figura 6.8b). A medida que la presién superficial aumenta, la segunda
fase desaparece y el valor de GL promedio se aproxima al de DSPE puro, debido

probablemente a la expulsion de PFD de la interfaz.

En el caso de la mezcla DSPE:PFD 10:90, se observa una conducta diferente
(Figura 6.5c). Bajo esta condicion los dominios elongados oscuros no se forman
a ninguna presion, por el contrario, se evidencia la formacion de una fase continua
con un valor de GL menor que el correspondiente a DSPE, a todas las presiones
(Figura 6.7b). En la Figura 6.6c se puede observar la presencia de zonas con un
valor de GL igual a 64, mayor que el correspondiente a DSPE, el cual se

mantiene a todas las presiones.

6.4.4. Efecto de PFD en monocapas de DLPA

La Figura 6.3c muestra las isotermas de Langmuir para DLPA puro y mezclas
DLPA:PFD. La isoterma de DLPA muestra una transicién de fase de liquido expandido

a liquido condensado alrededor de m = 31mN.m™. Bajo las condiciones experimentales
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presentes, el valor del factor Cs™ en las fases liquida expandida (r = 20 mN.m?) y
liquido-condensado (11 = 40 mN.m™*) es de 56 mN.m* y 165 mN.m, respectivamente.
Los valores de area y presion de colapso son 38 A% y 57 mN.m?, respectivamente. La
Figura 6.6a muestra imagenes BAM para DLPA en ausencia de PFD. Puede
observarse que las imagenes para la monocapa en estado liquido-expandido, a Tm < 30
mN.m, indican la presencia de una fase homogénea, con un valor GL maximo de 4
(Figura 6.7c, cuadrados negros). A partir de 1 = 30 mN.m, se observa la apariciéon de
nucleos de fase liquida condensada (“semillas”) y el crecimiento de dominios alrededor
de estas “semillas”. Estos dominios conducen a una fase homogénea condensada a

altos valores de presion, con un GL promedio de 9 (Figura 6.7c, circulos negros).

El incremento en la fraccién molar de PFD induce un aumento en el area de
elevacion inicial (Figura 6.3d). Las Figuras 6.6b y ¢ muestran las imagenes BAM
obtenidas en presencia de PFD, en las mismas condiciones que las isotermas de la
Figura 6.3c, mientras que la Figura 6.7c muestra los valores de GL, correspondientes
a estas iméagenes, en funcion de . Como puede observarse en la Figura 6.6b y c, las
peliculas hibridas de DLPA:PFD forman una monocapa homogénea a 1< 20 mN.m*

(DLPA:PFD 60:40) o m < 10 mN.m* (DLPA:PFD 10:90, imagen no mostrada).
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DLPA: PFD

(a) 100: 0

(b) 60:40

(c) 10:90

Figura 6.6 imagenes de BAM para monocapas de DLPA:PFD en las proporciones: (a) 100:0, (b) 60:40
y (c) 10:90 a diferentes presiones superficiales (m = 0- 30 mNm-?). Condiciones experimentales de la
subfase: LiCl 10 mM, pH=6.00y T = 21°C.

Para valores de presibn mayores, se observa la aparicion de centros de
nucleacion para la fase condensada. Los valores de presion superficial a partir de los
cuales estos centros de nucleacion comienzan a aparecer disminuyen gradualmente a
medida que la fraccibn molar de PFD aumenta (Figuras 6.6b y c). La Figura 6.8
muestra imagenes de las monocapas formadas por mezclas de DLPA:PFD, 100:0,

60:40 y 10:90, obtenidas cuando la transicién de fase ha avanzado en un 60% en
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todos los casos, es decir el 60% de la pelicula completa corresponde a la
fase condensada. La presion en la cual se alcanzé la condicion de 60% de

transicion de fase para las distintas mezclas: se muestra en la tabla 6.1

Relacion DLPA:PFD 100:0 60:40 10:90
Presion superficial (1) 31+ 1 30+1 30 +1
/mN.m™*

Tabla 6.1 presiones para las distintas mezclas DLPA:PFD en las que se alcanza el 60% de transicion

A partir de estas imagenes se pueden calcular la cantidad de dominios y sus
areas para el mismo estado de transicion de fase. Como puede observarse en la
Figura 6.8a, el aumento de la fraccion molar de PFD en la mezcla induce la formacion
de un nimero mayor de dominios con un area menor. La Figura 6.8 b muestra el
namero (circulos rojos) y el area promedio (barras rosadas) de dominios obtenidos a
partir de las imagenes en la Figura 6.8 a. El nimero de dominios aumenta desde 9, en
ausencia de PFD, a 39, para una fraccibn molar de PFD igual a 90%, y las
correspondientes areas promedio disminuyen desde 681 um2 a 145 pm?
respectivamente. En este punto, podemos postular que las moléculas de PFD impiden
la difusion de lipidos y, por esta razén, la formacion de un nuevo dominio en presencia
de PFD es mas favorable que el crecimiento de uno preexistente #4. Trabajos previos
han demostrado que las moléculas de compuestos perfluorados pueden utiizarse para

modular la topografia de las membranas lipidicas °.
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Figura 6.7 Nivel de gris en funcion de la presion superficial en monocapas de: (a) DSPA:PFD,
(b)DSPE:PFD y (c) DLPA:PFD. Relacion de Lipido:PFD: 100:0 (Negro), 60: 40 (rojo) and 10:90
(Azul).Condiciones experimentales de la sub fase: LiCl 10 mM, pH = 6.00 y T = 21°C. (a-b) circulo:
dominios oscuros, cuadrados: fase continua y triangulos: dominios claros; (¢) cuadrado: fase expandida
y circulo: fase condensada. Condiciones experimentales de la subfase: LiCl 10 mM, pH=6.00y T = 21°C.

Con respecto a la cuantificacion del nivel de gris a partir de imagenes BAM
(Figura 6.7c), la mezcla DLPA:PFD presenta dos zonas de nivel de gris, similar a los
resultados para DLPA puro. La primera corresponde a la fase liquida expandida
(cuadrados en la Figura 6.7c) y la segunda se relacionada con la fase condensada
(circulos en la Figura 6.7c). Cuando PFD esté presente en una fraccién molar igual a
40%, no se detectan cambios en el nivel de gris con respecto a la monocapa de DLPA
puro, pero cuando la fraccion molar de PFD aumenta a 90%, se observa una marcada
disminucién en el nivel de gris para ambas fases. Esta disminucién en el nivel de gris

fue del 50%, aproximadamente, para ambas fases y se correspondié con una
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disminucién en el contraste entre las fases liquida expandida y condensada. Este
efecto, junto con el aumento en el numero de dominios y la disminucion lineal en la
presion a la cual los dominios aparecen, apoyan la hipotesis de una mezcla miscible
entre DLPA y PFD bajo estas condiciones de concentracion y presion superficial .
Para las mezclas DLPA:PFD, no se encontré segregacion de PFD, probablemente
debido a una mayor afinidad entre ambas especies, por tener una longitud similar en
sus cadenas de hidrocarbonadas (DLPA: 12 atomos de carbono y PFD: 10 atomos de

carbono).

(a)

DLPA 60:PFD 40 DLPA10: PED'90

) 5] _-2000

17504

w
(=)
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T
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1
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Figura 6.8 a) Imagenes de BAM para mezclas de DLPA:PFD, obtenidas al 60 % de la transicion de fase.
(Presion superficial: 31 mN.m* para una relacién 100:0; 30,7 mN.m"! para 60:40; 30 mN.m? para 10:90)
tamario: 100 um? x 100 um?, b) Presion superficial de aparicién de dominios (e), nimeros de dominios (e)
y areas de dominion (m) en funcién de la fraccion molar de PFD para mezclas de DLPA:PFD , obtenidos
en las imagenes de (a).
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6.4.5. Insercion de PFD en monocapas pre formadas

y determinacion de la presion de exclusion

Se caracteriz6 la penetracion de PFD en monocapas de DSPA, DSPE y
DLPA mediante Isotermas de adsorcidn y experimentos basados en la aproximacion
de area superficial constante, empleando una solucion de LiClI 10,00 mM como
subfase. Con el objetivo de determinar la concentracion de saturacion de PFD en la
monocapa de fosfolipidos, se preformaron dichas monocapas a presion constante y
se estudié el efecto que produce, sobre la presion superficial, un aumento de la
concentracion de PFD en la subfase (Figura 6.9a, donde Ami = Tti = 12 min - Tt =0 €S €l
cambio de presion registrado antes y después de 12 minutos transcurridos desde
cada inyeccion de PFD en la subfase). Se determin6d la concentraciéon de PFD a la
cual se alcanza el valor maximo y constante de Am;. Este valor corresponde a la
concentracion de saturacion (SC) y se utilizo para la determinacioén de la presion de
exclusion. Los valores de SC obtenidos fueron 0,52 mM, 1,60 mM y 1,70 mM, para
DSPE, DLPA y DSPA respectivamente (Tabla 6.2, primera columna). Las curvas de
Am; vs concentracion de PFD, se pueden linealizar y, a través de la siguiente
ecuacion*’;

1 1 Ko s 1

= = + : Ec.6.4

A Atmax  ATtmax Cprp

se pueden determinar Ammax Y Kos @ partir de la ordenada al origen y la pendiente de
graficos 1/Am; vs 1/Cerp, respectivamente (inserto en la Figura 6.9a. Kys es la
concentracion del surfactante a la cual se alcanza un valor de cambio en la presion
igual a la mitad del cambio maximo, y por lo tanto refleja la habilidad de las moléculas

de PFD para inducir un cambio en el empaquetamiento molecular de la monocapa.
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Figura 6.9 a) Ami vs concentracion de PFD en la

(@) ::BEFF)’: subfase (isoterma de adsorcion). Inserto:
25 s DSPE ././°’° isoterma adsorcion linealizada. (b) variacion de la
N presion superficial en funcion de la presion
— ./°/ inicial, para DSPA (negro), DSPE (azul) y DLPA
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Los valores de Ammax Y Kos asi obtenidos se muestran en la tabla 6.1. Como
puede observarse, los valores de Ammax obtenidos (19 mN.m* para DSPA, 29 mN.m*
para DSPE y 33 mN.m* para DLPA) demuestran que PDF induce cambios en la
presion de acuerdo al siguiente orden decreciente: DLPA > DSPE > DSPA. Por el
contrario, la tendencia es diferente para los valores de Kos. DSPA y DLPA muestran
casi el mismo valor, cercano a 0,5 mM, lo cual podria explicarse teniendo en cuenta
gue ambos lipidos tienen mismo grupo polar y la misma carga, por lo tanto, la
habilidad de PFD para inducir cambios en el empaquetamiento molecular cuando
ingresa a la monocapa desde la subfase es aproximadamente la misma para ambos
fosfolipidos. Por otra parte, el efecto de PFD en el empaquetamiento molecular de
DSPE fue mayor, lo cual corresponde a un valor de Kos menor (0,2 mM). Este
resultado se puede interpretar teniendo en cuenta la carga neta cero de DSPE en la

interfaz, a diferencia de lo que ocurre con los grupos polares cargados negativamente
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de DSPA y DLPA. De esta manera, PFD (con carga negativa) sufre menor repulsion

electrostatica con la monocapa de DSPE, produciendo un mayor efecto.

Fosfolipidos SC/mM ATrma/ MN.m?t Kos /mM Presion de
exclusion

/mN.m?
DSPA 1.70 (18 £0.2) (0,5+0,1) (34,2 0,9)
DSPE 0.52 (29 £3,0) (0,240,1) (41,3+£0,2)
DLPA 1.60 (33« 3,0) (0,5+0,2) (44,21 0,2)

Tabla 6.2: (SC); Cambio maximo en la presion superficial (ATrmax); constante Kosy presion de exclusion
de DSPA, DSPE y DLPA en presencia de PFD

Una vez que se determinaron los valores de SC para cada lipido, se procedi6 a
determinar las presiones de exclusién. Con este fin, se llevaron a cabo experimentos a
diferentes presiones iniciales y se registraron los cambios en la presion superficial
(Am) producidos por la adiciéon de PFD a la subfase, en concentracion igual a la SC.
Los valores de Am; obtenidos se graficaron en funcion de la presion inicial, Figura 6.9b.
A partir de la interseccion del ajuste de la recta con el eje x se determind el valor de
presion de exclusion, el cual indica la presion superficial por encima de la cual PFD no
penetra en la monocapa lipidica “¢*°. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla
6.2. En el caso de DLPA, este valor se calculé tomando en cuenta solo la fase
condensada, de tal manera de poder comparar el efecto de PFD en el mismo estado
de fase (liquida condensada) para todos los fosfolipidos. Es importante sefialar que
todos los valores de presion de exclusién son més altos que los valores de presion
lateral de la monocapa a la cual su densidad molecular es comparable a la de bicapas
(30 mN.m?) ®! y este hecho indica que, probablemente, PFD puede penetrar y
permanecer en las bicapas lipidicas. Los valores de presion de exclusion pueden

interpretarse como una medida de la estabilidad de la mezcla PFD:lipidos y, en este
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sentido, la mezcla con DLPA seria la mas estable, lo cual esta de acuerdo con lo

demostrado en las secciones previas.

6.4.6. Efecto de PFD sobre LUVs

Con el objetivo de evaluar el efecto detergente de PFD sobre LUVs de DSPA
y DLPA, se sintetizaron dichas vesiculas y se expusieron a soluciones
gue contenian concentraciones crecientes de PFD. Estos experimentos
fueron seguidos por mediciones de nefelometria y DDL. En este punto, es
importante remarcar que DSPE no forma LUVs bajo las presentes condiciones
experimentales(LiCl10mM).

La Figura 6.10a muestra el porcentaje de turbidez relativa en funcion de la
concentracion de PFD para vesiculas de DLPA (rojo) y DSPA (negro), y las Figuras
6.11b y 6.11c muestran la variacion del tamafo hidrodinamico de las LUVs a tres
concentraciones de PFD distintas senaladas en los puntos 1, 2 y 3 de la Figura 6.11a.
En general se puede asociar una disminucion de la turbidez a la ruptura de las
LUVs 52 53, En el caso de DSPA, las LUVs tienen un diametro promedio de (71 +

13) nm en ausencia de PFD, (punto 1 en las Figuras 6.10 ay c).

Si la concentracion de PFD aumenta a 20 uM (punto 2 en las Figuras 6.10 ay
c), se observan dos poblaciones de tamafios de vesiculas: por un lado se obtienen
vesiculas con un tamafio mayor (126 + 20) nm debido, probablemente, a la insercion
de moléculas de PFD en las vesiculas DSPA, hipotesis respaldada por los valores de
presion de exclusion; por otro lado, un porcentaje de vesiculas se rompen, de acuerdo
a la disminuciéon en el %RT, y se observa una pequefia poblacion con un tamafio
promedio de (27 + 7) nm. Un aumento posterior en la concentracion de PFD induce la

ruptura de todas las vesiculas de DSPA (punto 3 en las Figuras 6.10 a y c). Bajo estas
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condiciones, el tamafio promedio obtenido es (1,0 + 0,2) nm, de acuerdo con el valor

constante y pequefio de %RT.

El efecto de PFD en las LUVs de DLPA es diferente respecto al encontrado en
las vesiculas de DSPA. En ausencia de PFD, las LUVs de DLPA tienen un tamafio
promedio de (84 + 16) nm (punto 1 en las Figuras 6.10 a y b). Cuando se agrega PDF
en una concentracion final de 18 uM (punto 2, en Figuras 6.10 a y b), una fraccién de
vesiculas se rompe y da lugar a una poblacién con diametros promedios de (24 + 4)
nm, lo cual conduce a la disminucién en % RT observada. Al mismo tiempo se observa
una segunda poblacion de LUVs con un diametro similar al de las vesiculas de DLPA
vacias (87 £ 17) nm. Si la concentraciéon de PFD aumenta hasta un valor igual a 62
MM, (punto 3 en las Figuras 11lay b), nuevamente se observan dos poblaciones, pero
con diferentes tamarfios respecto del punto 2: (56 = 9) nm; y (147 + 24) nm. Para
ambas poblaciones, el aumento de tamafio esta de acuerdo con los valores de presion
de exclusion obtenidos: las moléculas de PFD pueden penetrar a valores de presion
lateral de la monocapa a la cual su densidad molecular es comparable a la de bicapas
(44 mN.m1), la cual es mas alta que el valor aceptado para la presion superficial de
una bicapa lipidica. En este caso, la disminucion en %RT se mantiene constante en un
valor practicamente igual al 50% para la mayor concentracion de PFD analizada, este
efecto se puede deber a una ruptura incompleta de las vesiculas, como consecuencia

de la miscibilidad entre DLPA y PFD, y la formacién de una vesicula hibrida.
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Figura 6.11 a) Porcentaje de turbidez relativa (%RT) vs la concentracién de PFD para LUVs de DSPA
(negro) y DLPA (rojo) en LiCl. b,c) Frecuencia relativa (intensidad) en funciéon del diametro de LUVs para
DLPA (b) y DSPA (c) en ausencia de PFD (negro), en presencia de PFD 20 uM (azul) y en presencia de
PFD 55 pM (rojo). Composicién de la subfase: LiCl 10 mM
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6.5. Conclusiones

La eleccion de los tres fosfolipidos empleados tuvo como objetivo comparar
el efecto de la carga del lipido (negativa para PA y zwiterionica para PE), y del
largo de cadena (C18 para DS y C12 para DL) en las interacciones electrostaticas e

hidrofobas, respectivamente, entre los lipidos y PFD.

Teniendo en cuenta los sistemas estudiados, es importante analizar tres factores

para comprender el efecto global de la PFD sobre las membranas lipidicas:

¢ Repulsion electrostatica entre grupos polares;
e Empaquetamiento molecular de la monocapa;
o Diferencias entre el largo de cadena de PFD vy el largo de cadena de los

lipidos estudiados.

A partir del andlisis de las isotermas de Langmuir obtenidas para las mezclas de
lipidos:PFD, es evidente que a bajas presiones laterales PFD aumenta el area
ocupada por lipido y la magnitud de este cambio depende del compactamiento del film,
siendo DLPA el lipido mas afectado.

Las imagenes de BAM demostraron que las monocapas DSPA:PFD y DSPE:PFD
a altas fracciones molares de PFD segregan dominios oscuros de PFD a bajas
presiones superficiales, de acuerdo a la formacion de un sistema no miscible. Un
aumento adicional en la presion lateral produce la expulsién de PFD de la interfaz.
Este resultado puede explicarse teniendo en cuenta el grado de compactacion de las
peliculas DSPA y DSPE vy la diferencia en los largos de cadena entre estos lipidos y
PFD. En el caso de DSPE a altas fracciones molares de PFD y para DLPA a todas las
fracciones molares de PFD, el sistema no segrega PFD, por el contrario, se observa

una pelicula completamente visible a través de BAM. El cambio en el comportamiento
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de DSPE con la concentracion de PFD se puede explicar considerando las
interacciones entre la cabeza polar de DSPE y PFD (enlace puente hidrogeno). En el
caso de las mezclas de DLPA:PFD, la diferencia en el largo de cadena entre estos
compuestos fue de dos enlaces C-C, lo cual no implica un costo energético adicional,
por lo tanto DLPA estabiliza a PFD en la interfaz a través de interacciones hidrofobicas
y forma un sistema miscible. Otra evidencia de la miscibilidad entre DLPA y PFD es el
hecho de que PFD afecta la nucleacién de los dominios en la transicion de fase liquida
expandida / liquida condensada de DLPA, inhibiendo la difusion de lipidos y
generando asi dominios mas pequefios y numerosos. En este punto, podemos concluir
gue una mezcla de lipido:PFD se puede comportar como un sistema miscible o no
miscible dependiendo de las interacciones entre los componentes y de la coincidencia
en el largo de cadena que exista entre ellos.

Los experimentos de adsorcidn, permitieron obtener valores de Kos para las
distintas monocapas. Los resultados obtenidos indican que la habilidad para inducir
cambios en el empaquetamiento molar depende de la afinidad electrostéatica entre PFD
y el lipido. Los valores encontrados para la penetracion de PFD son independientes de
las cadenas hidrocarbonadas, pero dependen de la carga neta del grupo de polar,
demostrando mayor afinidad hacia los lipidos neutros que hacia los negativos. Por otro
lado, la maxima presion obtenida a partir de las isotermas de adsorcién depende en
gran medida de la compactacion de la pelicula, obteniéndose el valor mas alto para
DLPA (monocapa més expandida) y el valor mas bajo para DSPA (monocapa mas
compacta).

Uno de los resultados mas interesantes obtenidos, se relaciona con el hecho de
gue PFD se incorpora a la monocapa a valores de presiones superficiales mayores
gue 25-30 mN.m, especificamente a 34 mN.m?, 41 mN.m* y 44 mN.m™ para DPSA,

DSPE y DLPA, respectivamente. EI mayor valor encontrado corresponde a la
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monocapa de DLPA y el mas pequeiio a DSPA. De hecho, DLPA tiene una similitud
estructural con PFD mayor y su monocapa esta mas expandida que la de DSPA.
Ademas, la presion de exclusion de PFD en la monocapa de DSPE es mayor que en
DSPA, debido a la ausencia de repulsiones electrostaticas.

Cuando se estudio el efecto de PFD en vesiculas LUVS, se comprobd mediante
DDL que PFD se incorpora a las LUVs de DSPA y DLPA, aumentando su tamaio
promedio. Sin embargo, en el caso de DSPA, un aumento en la concentracion de PFD
induce un efecto litico y las LUVs se rompen. Las vesiculas de DLPA aumentan de
tamafo, en presencia de PFD, formando una bicapa hibrida, mas estable que la
anterior.

Con todas las evidencias descritas anteriormente, se propone el siguiente
comportamiento para los dos casos extremos:

(A) Las mezclas DSPA:PFD son inmiscibles a altas fracciones molares de PFD.

(B) Las mezclas de DLPA:PFD y DSPE:PFD (a bajas presiones laterales) son

miscibles a bajas fracciones molares.

Finalmente, los resultados obtenidos en este capitulo sugieren que PFD podria
tener efectos negativos en los sistemas biologicos y en el ambiente. Esta molecula
puede penetrar y absorberse en modelos de membranas (LUVs o monocapas) a
valores de presiones superficiales similares a las propuestas para la presién en una
bicapa celular, independientemente de la composicion lipidica (peliculas condensadas
0 expandidas; neutra o cargada). Este hecho tiene varios efectos, modificando la
bicapa desde un punto estructural y alterando su funcionalidad. Estas moléculas son
contaminantes presentes en el medio ambiente que han adquirido mucha relevancia

en los ultimos afios.
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7. Determinacion de compuestos perfluorados en

muestras ambientales

7.1. Introduccion

Los compuestos perfluorados (PFCs), tal como se menciond en el capitulo 3,
han sido ampliamente utilizados en mudltiples aplicaciones industriales debido a sus
propiedades fisicoquimicas especificas, que los hacen altamente atractivos®? . Por
otra parte, dichas propiedades especificas como su alta estabilidad han conducido a la
persistencia de estos compuestos en el medio ambiente, fundamentalmente en el
suelo y en diversos cuerpos de agua, como asi también en animales y en los seres
humanos constituyendo un problema ambiental y de salud publica debido a la
toxicidad de estos compuestos®®. Resulta importante el monitoreo de estos
compuestos en diferentes ambientes®!°. Dentro de los PFCs mas utilizados se
encuentra el acido perfluorooctanoico (PFOA) y el acido perfluoro sulfénico (PFOS) y
sus aniones, representando éstos el mayor problema ambiental y de Salud. En la
Figura 7.1 se muestran sus estructuras. De esta manera, la mayor parte de los
estudios se han centrado en la deteccién de estos dos compuestos por diversas
técnicas, entre las cuales se incluyen cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada
a espectroscopia de masas (HPLC-EM), cromatografia gaseosa acoplada a
espectroscopia de masas (CG-EM) y técnicas colorimétricas, entre otras''?’,
lograndose excelentes limites de deteccién y una buena sensibilidad. Sin embargo,
estas técnicas cuentan con una serie de desventajas: son técnicas relativamente
costosas, requieren de tratamientos previos complejos, largos tiempos de
procesamiento, personal altamente calificado y la imposibilidad de realizar ensayos in-
situ. De esta manera, en los Ultimos afios han surgido diferentes técnicas para la

deteccidn de contaminantes que no presenten los inconvenientes antes mencionados.
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La determinacién analitica de contaminantes ambientales por métodos
electroquimicos ha surgido como una atractiva alternativa  debido,

fundamentalmente a sus bajos costes y posibilidad de portabilidad 8-21.
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Figura 7.1 a) Estructura del acido acido perfluorooctanoico (PFOA). b) el acido perfluoro sulfénico
(PFOS)

Por otra parte, la determinacion electroquimica directa de los PFOS es
compleja debido a su falta de actividad electroquimica ya que cuentan con un gran
namero de enlaces C-F, lo cual les otorga estabilidad frente a reacciones de 6xido
reduccion. Este problema se puede resolver empleando las técnicas electroquimicas
en interfaces liquido/ liquido, las cuales solo requieren que la molécula tenga carga
neta y pueda ser transferida donde una fase a la otra dentro de la ventana de
potencial. Existen antecedentes en el empleo de esta técnica para determinar diversos
analitos 2225, De cualquier manera, para fines analiticos resulta conveniente
reemplazar las celdas electroquimicas convencionales por celdas con una micro area
(uITIES). De esta forma se logra una mayor estabilidad de la interfaz y se supera la
limitacién de la difusién lineal hacia la misma, mejorando las caracteristicas analiticas
del método. La estabilidad de la interfaz puede aumentarse empleando una membrana
gue la soporta?5-28, Existen varias publicaciones para la caracterizacion y deteccion de
contaminantes 2°%°, proteinas 3032, drogas con actividad farmacoldgica 333,
macromoléculas 3" especies inorganicas %3° empleando técnicas electroanaliticas
aplicadas a uITIES. Adicionalmente, se pueden emplear técnicas de pulso como la

voltametria de pulso diferencial (VPD) aplicadas a una ulTIES, lo cual mejora los
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limites de deteccion y la sensibilidad comparada con la voltametria ciclica, debido a
una mayor discriminacion de las corrientes faradicas como se explicara
posteriormente*®. Adicionalmente, las técnicas de ‘Stripping voltamétrico” (SV) se
pueden emplear en una interfaz liquido/liquido para obtener mejores limites de
deteccion (LDD) 24142,

En este capitulo, se estudié la deteccién del anion perfluoro octansulfonato
(PFOS) como analito en la interfaz agua/ 1,2- DCE en un arreglo de ulTIES. Ademas,
se alcanz6 una mayor sensibilidad y un menor LDD por combinacion de “Stripping
voltamétrico” y pulso diferencial (SVPD). Se logré la deteccion de valores de
concentracion menores a los reportes fijados por la agencia estadounidense (EPA) 43
y el Departamento de Salud de Australia 4. Esta parte del trabajo de tesis fue
realizada en la Universidad de Curtin, Australia, bajo la direccion del Prof. Damien

Arrigan durante los meses de noviembre a agosto de 2019.

7.2. Objetivos

7.2.1. General

Desarrollar una metodologia para la cuantificacion electroquimica del anidn
PFOS en la interfaz agua / DCE soportada en una membrana porosa de vidrio

(uITIES) en agua pura y en muestras reales.

7.2.2. Especificos

e Evaluar la deteccion electroquimica de PFOS en un microarreglo de ITIES
por voltametria ciclica (CV);
e Evaluar la deteccion electroquimica de PFOS en un microarreglo de ITIES

por Voltametria de pulso diferencial (DPV);
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e Optimizar las condiciones de potencial y tiempo de preconcentracion utilizando
la técnica de “Stripping Voltamétrico” (SV);

e Implementar la técnica de voltametria de pulso diferencial y “Stripping
Voltamétrico” (SVPD) para la cuantificacion de PFOS. Calcular los parametros
analiticos mas importantes;

e Evaluar el efecto de la matriz y el desempefio analitico de la técnica SVPD en

muestras reales

7.3. Parte experimental

Todos los experimentos se realizaron usando un arreglo de microporos en
una membrana de vidrio, dicho arreglo consiste en 100 poros realizados por
perforacion laser (detalles de fabricacién 3%8). La membrana posteriormente fue
adherida a un tubo de vidrio con silicona. Luego, se limpi6 la membrana con
sucesivos lavados de acetona/metanol y se evaporé el solvente. Para los
experimentos electroquimicos, este tubo fue rellenado con DCE (fase organica).
Luego el sistema se coloc6 en un beaker que contiene la fase acuosa (LIiCl 10
mM + PFOS). Para generar la celda electroquimica (ver seccion 4.1.4), se
utilizaron dos electrodos de referencia de Ag/AgCI colocados uno en cada fase.

Las soluciones electroliticas se prepararon a partir de las siguientes sales: LiCl
(10 mM) en agua ultra pura para la fase acuosa mientras que para la fase organica se
emple6  tetrakis(4-chlorophenyl)  borato  de bis  (triphenylphosphoranylidine)
(BTPPA*TPBCI?). Esta sal se prepar6 por metatesis de cloruro de bis
(triphenylphosphoranlidene) (BTPPA*CI) vy tetrakis(4-chlorophenyl) borato de potasio
(K*TPBCI). Para los estudios del efecto de la matriz, se prepar6é una solucion de agua

de mar artificial (AMA), compuesta por cloruro de sodio (28,32 g/L) cloruro de potasio
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(0,77 g/L), cloruro de magnesio (5,48 g/L), sulfato de magnesio (7,39 g/L)y cloruro de

calcio (1,1 g/L) .

7.4. Resultados

7.4.1 Voltametria ciclica en el arreglo de Micro-ITIES

Se ha estudiado la transferencia de PFOS a través de la interfaz liquido/
liquido soportada en micropipetas empleando voltametria ciclica*®. En estas
condiciones se observan voltagramas bien definidos, que responden a un
proceso difusional, sin evidencia de una posible adsorcion en la interfaz. En el
barrido inicial (negativo) se observd la transferencia del PFOS desde la fase
acuosa a la orgéanica, el perfil corriente/ potencial obtenido muestra una
respuesta difusional esférica con wuna corriente limite, caracteristica de las
microinterfaces, como se describié en la seccion 4.1.4. Por otra parte, durante el
barrido inverso (positivo), se obtuvo una sefial de corriente con forma de pico
caracteristico de un proceso controlado por difusion lineal, correspondiente a la
transferencia del analito desde la fase organica a la acuosa. La misma respuesta
se obtuvo al utilizar la membrana de vidrio mostrada en la celda de la Figura 4.8 b,

que contiene el arreglo de micro-ITIES.

Estos resultados se muestran en la Figura 7.2 donde puede observarse el
perfil de corriente estacionario durante el barrido negativo de potencial,
correspondiente a la transferencia de PFOS desde la fase acuosa a la fase
organica controlada por un régimen de difusién esférico fuera de los poros. El pico
de corriente observado en el barrido positivo da cuenta de la transferencia de
PFOS en el sentido inverso controlado por la difusion lineal dentro de los poros.

Este comportamiento para PFOS ya ha sido reportado*®. En dicho trabajo,
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se demostr- que los voltagramas experimentales ajustan correctamente con una
simulacion quasi-reversible para la transferencia de estos iones. Los resultados de
esta seccion indican que PFOS puede ser detectado empleando un arreglo de
microporos como soporte para la pITIES. De forma tal de obtener un mejor limite de
deteccion (LDD) y una mayor sensibilidad se empleo la técnica de voltametria de

pulso diferencial (VPD).

Figura 7.2 Voltametria ciclica para
504 ulTIES en ausencia (-) y presencia
de PFOS- (-) utilizando un arreglo

ol A N de micro-ITIES.

Composicion de la fase acuosa:
50 PFOS™ 25 pM + LiCl 10 mM
Composicion de la fase organica:

BTPPATPBCI 10 mM.
v=50mV.s?

Ip/nA

-100+

Blanco
— 25uM

-150

-200

00 01 02 03 04 05 06 07
E/V

7.4.2. Voltametria de pulso diferencial (VPD)

Como se menciond anteriormente la técnica VPD permite obtener mejores
limites de deteccién como asi también una mejor sensibilidad #’. Esta técnica ya ha
sido empleada en la deteccion de diversas moléculas organicas en uITIES 4948, Si se
observan los voltagramas mostrados en la seccion anterior se deduce que es posible
aplicar VPD tanto en el barrido positivo como en el negativo. La Figura 7.3 muestra los
resultados de VPD a diferentes concentraciones de PFOS para el barrido de directo
(7.3a) y el inverso (7.3b). Como se observa, la menor concentracion detectada para
PFOS fue de 0,1 pM utilizado ambos barridos. Las diferentes concentraciones del
analito se lograron inyectando distintos volumenes de una solucion madre a la fase
acuosa. Cuando se grafica la corriente de pico en funcion de la concentracién de

PFOS se obtiene una respuesta lineal dentro del intervalo de concetraciones
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comprendido entre 0,1 y 1 uM. Es importante mencionar que la Agencia de Proteccién
Ambiental y el Departamento de Salud de Australia establecen una concentraciéon
maxima aceptable de este contaminante igual a 80 pM y 140 pM, respectivamente.
Este valor es inferior al limite de detecciéon conseguido con esta metodologia. Por lo
tanto, para disminuir el LDD, es necesario incorporar un paso previo de
preconcentracion que permita mejorar las caracteristicas analiticas de la técnica. Este
enfoque se denomina “Stripping Voltamétrico” (SV) y constituye una poderosa

herramienta en electroandlisis debido a la alta sensibilidad que permite lograr 41-4°,

0,5
a) Direccion de barrido Direccion de barrido

-— 4,5 —01lum

—_— —0,2 M
—03uM
—05uM

0,0

—07uM
-0,5 3,04 —10uM

Ip/ nA
Ip/ nA

-1,04 1,54

21,54

0,04

-2,0 T T T T T T T T T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,1 0,2 0,3 0,4 05 0,6
E/V E/V

Figura 7.3 Voltametria de pulso diferencial a distintas concentraciones de PFOS- en el barrido
directo a) y el inverso b). Composicion de la fase acuosa: PFOS- + LiCl 10 mM. Composicion
de la fase organica: BTPPATPBCI 10 mM utilizando un arreglo de micro-ITIES.

Parametros para VPD: pulso de potencial 0,005 V, amplitud 0,025 V tiempo 0,05 s, intervalo de
tiempo entre pulsos 0,5 s y velocidad de barrido 0,01 V.s?

7.4.3. Voltametria de pulso diferencial y “Stripping
Voltamétrico” (SVPD)

En esta seccidon, se muestran los resultados obtenidos al combinar la técnica
de voltametria de pulso diferencial con Stripping voltamétrico (SVPD) con el fin de
mejorar la sensibilidad en la deteccion de PFOS. Esta metodologia involucra dos

etapas, la primera es de preconcentracion y se realiza a un potencial fijo, mientras que
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la segunda es la etapa de voltametria de pulso diferencial en la cual se registra la
sefial analitica. Con respecto a la primera, la seleccion del potencial es crucial, ya
gue este factor es el que permite la preconcentracion del analito cerca de la interfaz
y, en consecuencia, la amplificacion de la sefal permitiendo mejores caracteristicas
analiticas. Para este caso se utilizé un potencial de 0,1 V. Este valor se seleccion6 a
partir de la comparacion de los voltagramas en presencia y en ausencia de PFOS en
la fase acuosa (Figura 7.2). Como puede observarse, en este valor ocurre la
transferencia del analito desde la fase acuosa a la organica, incrementando la
cantidad de moléculas de PFOS en un area cercana al lado organico de la interfaz.
Luego de esta etapa de preconcentracion en la fase organica, se aplica el barrido
positivo de potencial durante el cual el analito se transfiere nuevamente hacia la fase
acuosa, dando lugar a la deteccion de mismo. Una vez seleccionado este valor de
potencial, se estudio la influencia del tiempo de preconcentracion en la respuesta

voltamétrica de PFOS en ulITIES.

7.4.4. Efecto del tiempo de preconcentracion

En la Figura 7.4 se muestran los resultados de SVPD para una
concentracion de PFOS igual a 10 nM a distintos tiempos de preconcentracion
entre 0,5 y 30 minutos. En el inserto de la Figura 7.4 se muestra la corriente
del pico positivo en funcion del tiempo preconcentracion. Como puede
observarse, la corriente de pico aumenta linealmente con el tiempo de
preconcentracion hasta los 20 minutos, tiempo a partir del cual se alcanza un
efecto de saturacion. Este efecto se ha observado anteriormente para diversos
analitos como colina % oligopéptidos “¢, drogas ionizables o y proteinas 5. Una
posible explicacion para este comportamiento podria estar Pasada en el hecho

de que la condicién de tiempos de preconcentracion largos
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permiten una mayor acumulacion de surfactante cerca de interfaz, lo cual puede
conducir a la formacién de estructuras micelares o pre micelares %2, situaciéon en la
cual un incremento en la concentracion de surfactante no afectara la corriente de pico.
Este comportamiento ha sido reportado previamente para diversos compuestos

perfluorados 2253,

40 —0.5
44 35 ° ° —5
3.0 )
25 ° 10
<20 ® —15
3 =15 e 20
10 —30
05{ @
< 0.0
c 2 i 0 5 _10 15 ,20 25 30
~ tiempo / min
=3
1
0
T T T T T T T T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

E/V

Figura 7.4 Efecto del tiempo de pre concentracion utilizado SVPD para
PFOS- 10 nM utilizando un arreglo de pITIES

.Los tiempos de preconcentracion fueron 0,5, 5, 10, 15, 20 y 30 minutos.
Inserto: dependencia de la corriente de pico en funcion del tiempo de
preconcentracion. Composicién de la fase acuosa: PFOS- + LiCl 10 mM.
Composicién de la fase organica: BTPPATPBCI 10 mM.

Parametros para VPD: pulso de potencial 0,005 V, amplitud 0,025 V
tiempo 0,05 s, intervalo de tiempo entre pulsos 0,5 s y velocidad de
barrido 0,01 V.s!

Se estim6 la concentracién dentro de los poros de la membrana de vidrio luego
de la etapa de preconcentracion. Basandonos en la suposicion de que todas las
moléculas de PFOS se mantienen en la regién interfacial correspondiente a la fase
organica dentro del poro, es posible calcular la carga (Q) en dicho poro a través de la

corriente inicial para distintos tiempos (Figura 7.4).
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Este valor se puede relacionar con el nimero de moles transferido, a través de la

siguiente ecuacion:
Q=z NF Ec. 7.1

Donde z es la carga del ion transferido a través de la interfaz (en este caso z=-1), N el
nimero de moles y F la constante de Faraday 4. Por Ultimo, con el valor del nimero
de moles y el volumen del poro (V= 7.10"* dm?) es posible estimar la concentracién de
PFOS en dicho poro para todos los tiempos de preconcentracion. De esta manera, los
valores calculados para 5, 10, 20 y 30 minutos fueron 4,4 mM, 8 mM, 18 mM y 27 mM,
respectivamente. Considerando que la acumulacion del analito ocurre del lado
organico (DCE) de la interfaz, el valor de CMC para PFOS puede diferir del valor en
fase acuosa. De hecho, en este caso, se forman micelas reversas, donde las cabezas
polares componen el nacleo del agregado mientras que las cadenas hidrocarbonadas
se orientan hacia el solvente. Se ha informado la formacion de estas estructuras con
diversos surfactantes perfluorados pero no asi el valor de CMC para las micelas
reversas °°. De esta manera, las altas concentraciones estimadas en el poro pueden
ocasionar la formacion de micelas reversas de PFOS en la cara organica de la

interfaz, lo cual ocasionaria la pérdida de la linealidad tal como se comento

anteriormente.

Teniendo en cuenta los resultados expuestos, la seleccion del tiempo de
preconcentracion resulta de un compromiso entre dos efectos: por un lado, tiempos
largos permiten obtener una mejor sefial analitica pero con el inconveniente de la
pérdida de linealidad como se discuti6. Adicionalmente estos tiempos de espera largos
constituyen una importante desventaja desde el punto de vista de un sensor, ya que
resultan poco practicos. Por otro lado, los tiempos cortos producen una sefial menor y

una mayor imprecision, con resultados més variables. En base a esto, se selecciono
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un tiempo igual a 5 minutos, ya que el mismo es un tiempo corto de preconcentracion
con una buena respuesta de corriente. De esta manera, todos los experimentos
subsecuentes fueron realizados utilizando un potencial y tiempo de preconcentracion

iguales a 0,1 V y 5 minutos, respectivamente.

7.4.5. Intervalo de concentraciones para la deteccion de PFOS

Se realizaron mediciones de SVPD en un intervalo de concentraciones
comprendido entre 0,1 y 1 nM de PFOS utilizando 5 minutos de preconcentracion a E=
0,1 V. En la Figura 7.5 se muestran los voltagramas obtenidos bajo las condiciones
mencionadas, como se puede observar, la corriente de pico se incrementa con la

concentracion de analito en todo el intervalo analizado.

Figura 7.5 Respuesta de SVPD para
PFOS- en un intervalo de

18] o concentracion entre 0,1 y 10 nM

16 ——03nM utilizando un arreglo de MITIES
1'515“ :g-‘s‘”m . Inserto: variaciéon de la corriente de
12508 o pico  positvo en  funcin la
04 —o0.71M concentracion de PFOS- . Composicion
< 0949 o ——08nM de la fase acuosa: PFOS™ + LiCl 10
= 00 02 04 06 08 10 —0.9nM L Lo
2 6] PrOS. /oL ——10nM mM. Composicién de la fase orgéanica:

BTPPATPBCI 10 mM.
0,3 Parametros para VPD: pulso de
potencial 0,005 V, amplitud 0,025 V
0,01 tiempo 0,05 s, intervalo de tiempo entre
0,3 pulsos 0,5 s y velocidad de barrido
T T T T 'l
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0.’01 Vs S .

E/V Tiempo de preconcentracion: 5 minutos

En el inserto de la Figura 7.5 se grafica la variacion de la corriente del pico
positivo en funcion de la concentracion de PFOS, obteniéndose una relacién lineal en

todo el intervalo de concentraciones estudiado. La ecuacién de la recta de calibrado
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fue: Ip= (1,755 nA/nM?) C - 0,013 nA con un R?= 0,9964, para 10 muestras. A partir
de esta ecuacion se calcul6 el limite de deteccién, LDD, igual a 46 pM (0,023 ug/L).
Este valor es similar al informado para PFOS empleando un electrodo de oro
modificado con una membrana de PVC 2 y 1 orden mas pequefio que los informados
empleando una membrana fluorada 2°. Cabe aclarar, para el caso del electrodo
modificado, que en dicho trabajo el tiempo de preconcentracion fue de 30 minutos y
con el electrodo bajo rotacion para aumentar el transporte de masa hacia este. El
método propuesto en el presente capitulo logré los mismos resultados con un tiempo
de preconcentracion de 5 minutos, lo cual constituye una importante ventaja. Este
menor tiempo se deberia al incremento en el transporte de masa hacia la interfaz
producto de la difusion radial hacia los poros por tratarse de una micro area. Otras
ventajas de emplear ulTIES son las bajas corrientes con las que se trabaja, lo que
conduce a una menor caida de la resistencia 6hmica y también se logra una menor
capacitancia en la interfaz, con menores tiempos de cargado de la doble capa
eléctrica, que permite mediciones mas rapidas 2% 56 57, Adicionalmente, la técnica de
voltametria de pulso diferencial minimiza la interferencia de la corriente no faradaica o
de cargado de la doble capa eléctrica, ya que se toman dos muestras de corriente, una
justo luego de aplicar el pulso de potencial y la segunda cuando termina dicho pulso.
La corriente de cargado se disipa mucho mas rapido que la faradaica, entonces a
partir de la sustraccion de la segunda medida por la primera se obtendra una
respuesta de corriente mas adecuada. Esto resulta sumamente importante, ya que una
mejor discriminacion entre la corriente de cargado y la faradaica conduce a una mejor
cuantificacion del analito ya que es esta Ultima, la que estd asociada con la
transferencia del analito a través de la micro interfaz %8 %°. La técnica de VPD también
provee una respuesta mas selectiva en comparacion con la voltametria de barrido

lineal (VBL) #2%°. Por otra parte con los métodos convencionales no electroquimicos,
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se obtienen resultados mas acertados con limites de deteccion mas bajos, en el
orden de los ng/L, un orden de magnitud menor al presentado en esta
seccion. Estos métodos son fundamentalmente cromatograficos acoplados a un
espectrometro de masa ' 3. Sin embargo, los métodos convencionales requieren
instrumentos caros y relativamente complicados de manejar. Otro factor importante,
es que la muestra, en muchos casos, necesita de largos tiempos de preparacion lo
cual resulta inadecuado para una aplicacion de medicion in-situ. En base a los
inconvenientes mencionados, la deteccion de PFOS utilizando una membrana
microporosa resulta una alternativa sumamente atractiva con respecto a los
métodos convencionales ya que es posible obtener excelentes resultados a

niveles picomolares, mediante una metodologia mas sencilla.?> 6.

7.4.6. Determinacion de PFOS en muestras de agua reales

Con el fin de validar la técnica propuesta, se aplicé el procedimiento
descripto en la seccion precedente en muestras reales. Se seleccionaron muestras
de agua de mar, agua de red y agua potable (agua de red filtrada) para
validar la presente metodologia de cuantificacion de PFOS. Las muestras fueron
tomadas directamente de la red de agua de la Ciudad de Perth, Australia, o
bien del Océano indico dependiendo del caso. Previo a la realizacion de los
experimentos se agregd la sal LiCl en una concentracion igual a 10 mM, como
electrolito soporte de la fase acuosa a fin de reducir la caida 6hmica ®. La
metodologia de trabajo fue exactamente igual a la de la seccion anterior. Se
estudi6 la respuesta del sistema en un intervalo de concentraciones del
analito y posteriormente se realizd6 una curva de calibrado graficando la
corriente en funciébn de la concentracion. Para realizar las soluciones madre de

PFOS en este caso, se disolvid LiCl sobre cada una de las muestras reales
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y, posteriormente, el analito. Es decir, se prepararon 3 soluciones madre para cada
una de las muestras (Agua de red, potable y de mar). Con dichas soluciones se
inyectaron sucesivos volimenes en la fase acuosa que contenia la misma matriz que
la solucién madre. Esta metodologia se realizd para evaluar la respuesta del sistemay
determinar posibles interferencias con componentes de la matriz que puedan afectar la
correcta cuantificacion de PFOS. Es decir, se realizo un estudio del efecto de la matriz.
Generalmente los componentes de la matriz afectan considerablemente la deteccion
de un analito, es por eso que resulta muy importante determinar este efecto ®. Los
compuestos presentes en la matriz pueden aumentar o disminuir la sefial de
respuesta, en este caso la corriente de pico ®°. En el caso de observar un aumento de
corriente, el mismo puede deberse a que algin componente de la matriz también se
transfiera a través de la interfaz a potenciales cercanos a los de PFOS. Por otro lado,
una disminucién en la sefial puede deberse a que los componentes de la matriz
interactien con el analito produciendo un corrimiento en el potencial de transferencia
de PFOS o directamente evitando su transferencia. Cualquiera sea la alteracion en la
sefial, las caracteristicas analiticas de la técnica se ven afectadas, siendo fundamental
el estudio del efecto de matriz de forma tal de poder validar el método en muestras

reales.

La Figura 7.6 muestra los resultados de SVPD siguiendo la metodologia
descrita anteriormente, en las muestras reales de agua analizadas. Como puede
observarse, en todos los casos existe un aumento en la corriente de pico con la
concentracion. Otro resultado interesante fue que el potencial de transferencia también
se vio afectado, en mayor o menor medida, dependiendo de cada muestra. Este fue un
resultado esperado, ya que, la presencia de ciertos tipos de iones en las muestras
reales puede afectar al potencial de los electrodos de referencia de Ag/AgCl.

Fundamentalmente los iones Cl, presentes en gran exceso en el agua de mar,
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determinan el valor de potencial del electrodo de referencia de la fase acuosa. Por otra
parte, la presencia de iones puede afectar la transferencia de PFOS directamente, tal
como se discutira mas adelante. Ademas se observa la aparicién de un aumento de

corriente en el caso del agua de red (Figura 7.6 b) y el agua de mar (Figura 7.6 c).
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Figura 7.6 Respuesta de SVPD para PFOS- en un intervalo de concentracion comprendido entre 0,1y 10
nM en distintas muestras reales utilizando un arreglo de YITIES. a) agua potable, b) agua de red, c) agua
de mar. Composicion de la fase acuosa: PFOS- + LiClI 10 mM. Composicién de la fase organica:
BTPPATPBCI 10 mM. Parametros para VPD: pulso de potencial 0,005 V, amplitud 0,025 V, tiempo 0,05 s,
intervalo de tiempo entre pulsos 0,5 s y velocidad de barrido 0,01 V.s?

Tiempo de preconcentracion: 5 minutos

Por otra parte, los intervalos de corriente fueron menores para todas las
muestras en comparacion con los experimentos en agua pura a las mismas

concentraciones de PFOS. Esta pérdida de sefial se podria deber a la interaccién del
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analito con algunos componentes de las muestras reales. Debido a que el agua
colectada contiene materia particulada, y teniendo en cuenta que PFOS puede
adsorberse en estos compuestos, se puede postular que la caida en la respuesta de
corriente estaria producida por dicha adsorcion del analito que impide su transferencia
de una fase a la otra. El fendmeno de adsorcion de PFOS en la superficie de distintos
materiales es ampliamente conocido y es uno de los mayores factores de transporte
de este surfactante en el ambiente. 5% 8% Entre los principales componentes que
pueden interaccionar con PFOS se destacan arena, materia organica y diversos
minerales. Estos compuestos estan presentes en las muestras lo cual explicaria la
pérdida de la sefial mencionada anteriormente. Una posible solucion a este problema
seria un pretratamiento de la muestra. Un método adecuado seria la filtracion o
centrifugacion de la muestra, de forma tal de separar la materia absorbente. El
problema de implementar este paso previo seria que gran parte del analito podria ser
eliminado ya que el mismo se mantendra retenido en la materia organica, por lo cual

se optd por seguir trabajando con las muestras sin tratamiento previo.

Ademas de estos experimentos con muestras a las que se agregd LiCl, se
realizaron otras mediciones utilizando directamente las muestras sin el agregado de
electrolito soporte. La metodologia fue la misma: se prepararon soluciones madre de
PFOS y se inyectaron volumenes sucesivos de las mismas en la matriz. Se trabajo en
el mismo intervalo de concentraciones de PFOS. Para este caso se estudiaron soélo las
muestras de agua potable y de mar, ya que se consideraron las mas importantes
desde el punto de vista del efecto que tendrian sobre los seres humanos. Estudiar las
muestras directamente constituye una importante ventaja operacional ya que de esta
forma se podria analizar una muestra in-situ, realizando la medida directamente. Esta
metodologia se basa en aprovechar los iones presentes en las muestras y que los

mismos funcionen como electrolito soporte. Ademas, el empleo de una micro interface
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reduce considerablemente la resistividad del sistema permitiendo aplicar este disefio

experimental. Existen antecedentes bibliograficos de esta metodologia en ulTIES 7°.

En la Figura 7.7 se muestran los resultados de SVPD obtenidos al emplear
muestras sin el agregado de LiCl. Como puede observarse, las corrientes de pico en
este caso son menores que las registradas con las muestras que contenian electrolito

soporte agregado (Figura 7.6). Para hacer un analisis estadistico mas riguroso, se

calcularon diferentes parametros analiticos que se presentan en la seccion siguiente.

Ip/ nA
Ip/ nA

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
E/V E/V

Figura 7.7 Respuesta de SVPD para un rango entre 0.1 y 10 nM de PFOS- en distintas muestras de
agua reales sin electrolito soporte (LiCl 10 mM) en un arreglo de HITIES. a) agua potable, b) agua de
mar. Composicién de la fase acuosa: PFOS- . Composicion de la fase organica: BTPPATPBCI 10 mM.
Parametros para VPD: pulso de potencial 0,005 V, amplitud 0,025 V tiempo 0,05 s, intervalo de tiempo
entre pulsos 0,5 s y velocidad de barrido 0,01 V.st

Tiempo de preconcentracion: 5 minutos

7.4.7. Parametros analiticos

La tabla 7.1 resume los diferentes parametros analiticos determinados para
la cuantificacion de PFOS en diferentes muestras empleando la técnica de SVPD.
Como puede observarse la mejor sensibilidad y el menor limite de deteccion se
obtuvo para la muestra de agua ultra pura, como era de esperarse. Como se

menciond en la
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seccion anterior cuando se trabajé con muestras reales se evidencio una pérdida en la
seflal, esto se reflej6 en los parametros analiticos para estas muestras.
Sorprendentemente, la sensibilidad y el LDD para el agua de mar fueron mejores en
comparacion al agua de red y potable. Estos resultados no esperados se pueden
deber a la concentracion alta de iones en el agua de mar. De esta forma, la fuerza
iGnica elevada presente en el agua de mar previene la adsorcion de PFOS en la
materia organica de la muestra permitiendo su transferencia y en consecuencia una
mayor sefial. En el caso del agua de red y potable no hay una concentracién tan
elevada de iones y por ello este fendmeno no se evidencia. Se han reportado diversos
trabajos con este efecto. En dichos trabajos, los autores concluyen que la adsorcion de
PFOS disminuye a medida que la fuerza ionica del medio aumenta en presencia de
cationes Na*, K*, Mg?*, y Ca?* "*2, En todos los casos cuando se cambi6 de agua

pura a cualquiera de las muestras reales se evidenciaron cambios en las pendientes

de todas las curvas de calibrado (% de diferencia de pendiente).

Pendiente de Interseccion Intervalo Limite de RZ % Diferencia
curva de curva de lineal / nM deteccion de
calibrado/ calibrado/ (LDD) / pM pendientes
AM.nA" nA
Agua Ultra 1,75+0,03 -0,013 £ 0,02 0,1-1,0 46 0,99 100
pura
Agua 0,48+ 0,02 0,09+ 0,01 0,1-1,0 125 0,99 27
potable
Agua de 0,43+ 0,03 0,04 + 0,02 0,1-1,0 146 0,97 24
red
Agua de 0,91+0,03 0,01+0,01 0,1-1,0 96 0,98 52
mar
Agua 0,34+0,28 0,016 £ 0,02 0,1-1,0 140 0.99 19
potable
(sin LiCL)
Agua de 0,81+ 0,08 -0,019+£0,04 0,1-1,0 180 0,96 46
mar
(sin LiCL)
Agua de 0,95 £ 0,05 0,020 + 0,02 0,1-1,0 142 0,96 54
mar
artificial
(AMA)

Tabla 7.1 Pardmetros analiticos calculados a partir del ajuste lineal del grafico de corriente vs
concentracion para todos los voltagramas de SVPD mostrados en las Figuras 7.5 7.6 7.7 y 7.9.
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Si existiera un efecto de matriz, las pendientes de las curvas de calibrado para
las muestras reales deberian ser significativamente diferentes a las de agua pura. En
este caso las diferencias son significativas y muestran un efecto de matriz que afecta
el desempefio analitico para la deteccién de PFOS empleando el sistema propuesto
en muestras reales. Estos resultados sugieren que seria necesaria la implementacion
de alguna estrategia para minimizar este efecto de forma tal de poder emplear el
sistema propuesto en el presente capitulo para la deteccién de PFOS en muestras

reales.

Con respecto al agua potable y de red, las diferencias en la pendiente entre
ellas no fueron significativas, lo que sugiere que el efecto de la matriz sobre la
transferencia de PFOS para estas dos muestras es similar. Estos resultados fueron los
esperados ya que la composicidbn de ambas muestras no tiene grandes diferencias.
Por otra parte, si se comparan las muestras en ausencia 0 en presencia de electrolito
soporte agregado, los resultados difieren dependiendo de la muestra. Por un lado,
como era de esperarse, para el agua de mar, las diferencias en la pendiente de la
curva de calibrado no son significativamente distintas. Esto Ultimo se debe a que la
concentracion de iones en el agua marina es uno o dos oOrdenes (1-0.1 M,
dependiendo del ion) mayor que la que se agrega usualmente como electrolito soporte
(LiCl 10 mM) “5. En otras palabras, la adicién de electrolito soporte en las muestras de
agua de mar no tiene un efecto significativo en el desempefio analitico en la deteccién
de PFOS con el sistema propuesto. Con respecto al agua potable, las diferencias son
considerables. Como es de suponer, esta muestra no contiene la cantidad suficiente
de iones que permita obviar la adicion de LiCl como electrolito soporte . De esta
manera, para las muestras con agua potable resulta indispensable el agregado de
electrolito soporte para mejorar la sensibilidad de la técnica. Otro pardmetro importante

a tener en cuenta es el LDD, con respecto a éste se observo en todos los casos de

163



Capitulo 7: Determinacidn de compuestos perfluorados en muestras
ambientales

muestras reales un valor mayor al minimo reportado por la EPA (80 pM) pero menor,
en muchos casos, al del Departamento de Salud de Australia (140 pM). La
discrepancia entre estos valores de referencia, se basa en que hasta ahora no existen
datos concluyentes sobre cudl es la concentracién en la que los PFCs comienzan a
ser toxicos “°. Sin embargo, el LDD obtenido para todas las muestras reales refuerza
lo comentado anteriormente sobre la necesidad de minimizar el efecto de matriz de
una manera que permita un mejor rendimiento analitico en la cuantificacion de PFOS

en muestras reales de agua.

Finalmente, como se puede notar en los resultados de SVPD para muestras de
auga de red y agua de mar, hay un aumento importante de corriente en la rama
positiva de la ventana de potencial comparado a lo observado en agua ultra pura. En
el caso de agua de red ese aumento no es tan notorio ya que, en comparacion al agua
de mar, contiene una menor cantidad de iones. Debido a esto ultimo, los siguientes
estudios se centraron solo en agua de mar, ya que en dicho caso es donde se
observan los mayores cambios. Para determinar si alguno de los componentes de la
muestra de agua de mar fue responsable de este aumento de la corriente a
potenciales positivos extremos, se preparé una matriz compleja que imita un agua de
mar real. De esta forma, se estudié individualmente el efecto de cada componente en
la respuesta electroquimica en ulTIES. Esta metodologia se ha utilizado en diversos
trabajos para simular diferentes matrices artificiales como orina "® o saliva “°, entre

otras.
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7.4.8. Determinacion de PFOS en una matriz de agua de mar
artificial (AMA)

Se determiné el efecto individual de cada uno de los componentes del agua
de mar en la deteccién de PFOS. En la tabla 7.2 se muestra la composicién del

agua de mar indicando las concentraciones para cada electrolito presente 4.

Concentracion
Tabla 7.2  Principales sales inorganicas presentes

mol/ L gl/L en el agua de mar junto a sus concentraciones.
Valores obtenidos de la referencia 4°.

NaCl 0,48M 28,32
KCl 0,01 0,77
Mg Cl.. 6H.0 0,027 5,48

MgSO.. 7H.0 0,03M 7,39
caCl, 0,01M 1,11

En la Figura 7.8 se muestran los experimentos de SVPD obtenidos al agregar,
uno por vez, cada uno de los componentes mostrados en la tabla 7.2, a una fase
acuosa que solamente contiene electrolito soporte. Como se observa, la presencia de
iones produce una disminucion de la ventana de potencial disponible comparada con
lo obtenido cuando solo estda presente el electrolito soporte. Se puede concluir,
entonces que estos iones son los responsables de los aumentos de corriente
observados a potenciales positivos cuando se trabajé con muestras de agua de mar

(Figura 7.6¢ - 7.7b).
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Figura 7.8 SVPD obtenido para las distintas
— NaCl sales inorganicas presentes en el agua de
mar utilizando un PITIES. La fase acuosa

contiene LiCl 10 mM + (=) NaCl, (=) KClI,
(—) CaClz, (=) MgClz, (—) MgSOs.
Composicion de la fase orgéanica:
BTPPATPBCI 10 mM.

Parametros para VPD: pulso de potencial
0,005 V, amplitud 0,025 V, tiempo 0,05 s,
intervalo de tiempo entre pulsos 0,5 s y

. . . . . velocidad de barrido 0,01 V.s-1
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
E/V

20

I/ nA

Para caracterizar completamente esta disminucion en el limite positivo de la
ventana de potencial y la influencia que esto tiene sobre la transferencia de PFOS a
través de la plTIES, se realizaron experimentos de SVPD en presencia del analito en
AMA. El procedimiento fue el siguiente: a una solucion de LiCl 10 mM en agua pura se
le afadié cada uno de los componentes del agua de mar artificial. Posteriormente, se
agregd a esta fase acuosa diferentes concentraciones de PFOS para obtener una
curva de calibracion similar a las mostradas en las secciones anteriores. Teniendo
esto en cuenta, con este experimento es posible comparar el rendimiento analitico del
PFOS en agua de mar artificial (AMA) con el de agua de mar real. Los voltamogramas
SVPD utilizando esta metodologia para todas las concentraciones de PFOS se

muestran analizadas se muestran en la Figura 7.9.
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Figura 7.9 SVPD en una matriz de

25 e .
=— 0.1 M
o R o agua de mar artificial para el intervalo
—0.3n1M .
204" > E— de concentraciones de PFOS- de 0.1 a
= 06 5 —0.5nM
= =— 0.6 NM
o04 —0.7:M 1 mM.
1,54 o2 —0.81M L
—o09nM Composicién de la fase acuosa: PFOS-

0
00 02 04 06 08 10 —1.0nM
PFOS™/mmol.L™

1,04 + LiCl 10 mM + electrolitos e la tabla

Current/ nA

7.2. Composicién de la fase orgénica:

051 BTPPATPBCI 10 mM.

0,0 Parametros para VPD: pulso de
T T T potencial 0,005 V, amplitud 0,025 V

0,2 0,3 0,4 0,5 _ _ _
Potential / V tiempo 0,05 s, intervalo de tiempo entre

Como se puede observar, los voltamogramas muestran que las corrientes de pico
aumentan con la concentracién de PFOS. A partir del grafico de corriente en funcién
de la concentracion de PFOS se realiz6 un ajuste lineal (inserta Figura 7.9) en el
intervalo de trabajo 0,1-1,0 nM. La ecuacion del ajuste lineal fue: Ip = (1,2148 (nA/
nM-1) C — 0,021nA, utilizando 10 muestras (R = 0,9973). Las caracteristicas analiticas
calculadas para la deteccion de PFOS en AMA fueron las esperadas (tabla 7.1). La
sensibilidad fue menor en comparacion con el agua ultrapura debido a la interferencia
de los iones de la matriz, como se discuti® anteriormente. Por otro lado, estos
resultados son mejores que los obtenidos con las muestras reales de agua de mar, lo
que indicaria que la materia organica o particulada de la muestra real afecta a la
transferencia de PFOS en las micro ITIES, (la matriz AMA solo contiene sales

inorganicas).

7.5. Conclusiones

En este trabajo, se demostrd que los PFCs se pueden detectar en la interfaz liquido/

liquido mediante un arreglo de PITIES dispuesto en una membrana de vidrio.
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Mediante la combinacion de las técnicas de Stripping voltamétrico y voltametria de
pulso diferencial (SVPD), se desarroll6 un método con enfoque analitico ultrasensible
basado en una etapa de preconcentracion a potencial constante durante cinco
minutos, seguido de una etapa voltamétrica que permite la deteccion de niveles
picomolares de PFOS en solucion acuosa. Se obtuvo un limite de deteccion de 46 pM,
este valor es mas bajo que los niveles de referencia de PFOS en el agua potable
establecidos por la EPA de EE. UU. y el Departamento de Salud de Australia. Los
resultados obtenidos para muestras reales de agua muestran que los componentes de
la matriz de las muestras estudiadas afectan el rendimiento analitico del método
propuesto asi como las caracteristicas analiticas importantes como la sensibilidad y el
LDD. Por lo tanto, las estrategias para minimizar el efecto de la matriz, como por
ejemplo la adicién de estandar, podrian mejorar el rendimiento analitico del método
propuesto. Finalmente, este trabajo abre un espacio para determinar PFOS "in situ"
mediante un método rapido y sin complicaciones. Se puede proponer el uso de esta
técnica como previa a los métodos convencionales como HPLC — MS, GC-MS, para
seleccionar las muestras positivas, reduciendo considerablemente el tiempo de

andlisis de un gran nimero de muestras.

En la Figura 7.10 se muestra un esquema que resume la transferencia de PFOS

desde la fase organica hacia la acuosa generando la sefial analitica.
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Figura 7.10. Resumen de la transferencia de PFOS- desde la fase organica a la
acuosa luego de la preconcentracion. La sefial que se observa es la caracteristica
para un pico de voltametria de pulso diferencial.

7.6. Bibliografia

[1]

(2]

(3]

[4]

[5]

[6]

[7]

(8]
9]

P.A. Fair, B. Wolf, N.D. White, S.A. Arnott, K. Kannan, R. Karthikraj, J.E. Vena,
Environ. Res. 171 (2019) 266-277.

Y.-J. Jeong, S. Bang, J. Kim, S.-H. Chun, S. Choi, J. Kim, M.-S. Chung, G.J.
Kang, Y.-W. Kang, J. Kim, Y. Kho, Y. Joo, K.-W. Lee, Food Chem. Toxicol. 126
(2019) 199-210.

Y. Liu, J. Su, R.M. van Dam, K. Prem, J.Y.S. Hoong, L. Zou, Y. Lu, C.N. Ong,
Chemosphere 171 (2017) 617—-624.

N. Hansmeier, T.-C. Chao, J.B. Herbstman, L.R. Goldman, F.R. Witter, R.U.
Halden, J. Proteome Res. 14 (2015) 51-58.

N. Wu, D. Cai, M. Guo, M. Li, X. Li, Sci. Total Environ. 667 (2019) 594—600.
I.A. Rodriguez-Jorquera, R.C. Colli-Dula, K. Kroll, B.S. Jayasinghe, M.V. Parachu
Marco, C. Silva-Sanchez, G.S. Toor, N.D. Denslow, Environ. Sci. Technol. 53
(2019) 1441-1452.

N. Briels, T.M. Ciesielski, D. Herzke, V.L.B. Jaspers, Environ. Sci. Technol. 52
(2018) 12859-12867.

B. Viada, C.l. Camara, L.M. Yudi, Soft Matter 15 (2019) 2447-2462.

M. Houde, J.W. Martin, R.J. Letcher, K.R. Solomon, D.C.G. Muir, Environ. Sci.
Technol. 40 (2006) 34633473

169



Capitulo 7: Determinacidn de compuestos perfluorados en muestras

ambientales

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]
[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]
[25]

[26]
[27]
[28]
[29]

M. Houde, A.O. De Silva, D.C.G. Muir, R.J. Letcher, Environ. Sci. Technol. 45
(2011) 7962-7973.

V.l. Furdui, P.W. Crozier, E.J. Reiner, S.A. Mabury, Chemosphere 73 (2008) 24-
30.

K. Saito, E. Uemura, A. Ishizaki, H. Kataoka, Anal. Chim. Acta 658 (2010) 141—
146.

P. Giusto, P. Lova, G. Manfredi, S. Gazzo, P. Srinivasan, S. Radice, D.
Comoretto, ACS Omega 3 (2018) 7517—-7522.

N. Cennamo, G. D’Agostino, F. Sequeira, F. Mattiello, G. Porto, A. Biasiolo, R.
Nogueira, L. Bilro, L. Zeni, Sensors 18 (2018) 3009.

S. Poothong, S.K. Boontanon, N. Boontanon, J. Hazard. Mater. 205-206 (2012)
139-143.

M. Surma, Z. Gizejewski, H. Zielinski, Ecotoxicol. Environ. Saf. 120 (2015) 436—
444,

C. Tang, J. Tan, C. Wang, X. Peng, J. Chromatogr. A 1341 (2014) 50-56.

M. Liu, G. Zhao, Y. Tang, Z. Yu, Y. Lei, M. Li, Y. Zhang, D. Li, Environ. Sci.
Technol. 44 (2010) 4241-4246.

G. Hernandez-Vargas, J.E. Sosa-Hernandez, S. Saldarriaga-Hernandez, A.M.
Villalba-Rodriguez, R. Parra-Saldivar, H.M.N. Igbal, Biosensors 8 (2018) 25-29.
L.D. Chen, C.-Z. Lai, L.P. Granda, M.A. Fierke, D. Mandal, A. Stein, J.A. Gladysz,
P. Bihlimann, Anal. Chem. 85 (2013) 7471-7477.

T. Tran.T, J. Li, H. Feng, J. Cai, L. Yuan, N. Wang, Q. Cai, Sens. Actuators B
Chem. 190 (2014) 745-751.

B.N. Viada, A.V. Juarez, E.M. Pachon Gémez, M.A. Fernandez, L.M. Yudi,
Electrochimica Acta 263 (2018) 499-507.

M.B. Garada, B. Kabagambe, Y. Kim, S. Amemiya, Anal. Chem. 86 (2014)
11230-11237.

T. Osakai, Y. Yuguchi, E. Gohara, H. Katano, Langmuir 26 (2010) 11530-11537.
G. Herzog, S. Flynn, C. Johnson, D.W.M. Arrigan, Anal. Chem. 84 (2012) 5693—
5699.

D.W.M. Arrigan, G. Herzog, Curr. Opin. Electrochem. 1 (2017) 66—72.

G. Herzog, The Analyst 140 (2015) 3888-3896.

D.W.M. Arrigan, Y. Liu, Annu. Rev. Anal. Chem. 9 (2016) 145-161.

Md.M. Hossain, S.N. Faisal, C.S. Kim, H.J. Cha, S.C. Nam, H.J. Lee,
Electrochem. Commun. 13 (2011) 611-614.

170



Capitulo 7: Determinacidn de compuestos perfluorados en muestras
ambientales

[30] H. Sakae, Y. Toda, T. Yokoyama, Electrochem. Commun. 90 (2018) 83-86.

[31] G. Herzog, V. Kam, D.W.M. Arrigan, Electrochimica Acta 53 (2008) 7204—7209.

[32] D.W.M. Arrigan, M.J. Hackett, R.L. Mancera, Curr. Opin. Electrochem. 12 (2018)
27-32.

[33] H. Sakae, M. Fujisawa, H. Nagatani, H. Imura, J. Electroanal. Chem. 782 (2016)
288-292.

[34] H. Sakae, H. Nagatani, H. Imura, Electrochimica Acta 191 (2016) 631—-639.

[35] S. Jeshycka, H.Y. Han, H.J. Lee, Electrochimica Acta 245 (2017) 211-218.

[36] B.M.B. Felisilda, A.D. Payne, D.W.M. Arrigan, Anal. Chem. 90 (2018) 10256—
10262.

[37] J.S. Riva, D.M. Beltramo, L.M. Yudi, Electrochimica Acta 115 (2014) 370-377.

[38] E. Alvarez de Eulate, J. Strutwolf, Y. Liu, K. O’'Donnell, D.W.M. Arrigan, Anal.
Chem. 88 (2016) 2596—2604

[39] Md.M. Hossain, S.H. Lee, H.H. Girault, V. Devaud, H.J. Lee, Electrochimica Acta
82 (2012) 12-18.

[40] C.J. Collins, D.W.M. Arrigan, Anal. Chem. 81 (2009) 2344-2349.

[41] G. Herzog, V. Beni, Anal. Chim. Acta 769 (2013) 10-21.

[42] J. Strutwolf, M.D. Scanlon, D.W.M. Arrigan, J. Electroanal. Chem. 641 (2010) 7—
13.

[43] O. US EPA, US EPA (2015).

[44] .J. Callins, D.W.M. Arrigan, Anal. Chem. 81 (2013) 2348-2349

[45] F.H.Wilt, S.C. Benson, in: Methods Cell Biol., Academic Press, 2004, pp. 273—
285.

[46] P.Jing, P.J. Rodgers, S. Amemiya, J. Am. Chem. Soc. 131 (2009) 2290-2296.

[47] T.R. Brumleve, Janet. Osteryoung, Anal. Chem. 53 (1981) 988—-991.

[48] M.D. Scanlon, G. Herzog, D.W.M. Arrigan, Anal. Chem. 80 (2008) 5743-5749.

[49] J. Strutwolf, D.W.M. Arrigan, Anal. Bioanal. Chem. 398 (2010) 1625-1631.

[50] H.J. Lee, C. Beriet, H.H. Girault, Anal. Sci. 14 (1998) 71-77.

[51] E. Alvarez de Eulate, D.W.M. Arrigan, Anal. Chem. 84 (2012) 2505-2511.

[52] Wiley.Com (n.d.).

[53] R.L.Johnson, A.J. Anschutz, J.M. Smolen, M.F. Simcik, R.L. Penn, J. Chem. Eng.
Data 52 (2007) 1165-1170.

[54] Macmillan Int. High. Educ. (n.d.).

[55] J.H. Jun, K. Sawada, M. Ueda, Dyes Pigments 61 (2004) 17-22.

[56] B.Z. Yu, B. Huang, P.B. Li, Microchem. J. 52 (1995) 10-21.

171



Capitulo 7: Determinacidn de compuestos perfluorados en muestras

ambientales

[57]
[58]
[59]
[60]

[61]
[62]
[63]
[64]
[65]
[66]
[67]
[68]
[69]
[70]
[71]
[72]

[73]

[74]
[75]

[76]

E. Goh, H.J. Lee, Rev. Polarogr. 62 (2016) 77-84.

D.L. Langhus, J. Chem. Educ. 78 (2001) 457.

F. Scholz, ChemTexts 1 (2015) 17.

E. Marsili, D.B. Baron, I.D. Shikhare, D. Coursolle, J.A. Gralnick, D.R. Bond, Proc.
Natl. Acad. Sci. 105 (2008) 3968—3973

C. Gremmel, T. Fromel, T.P. Knepper, Anal. Bioanal. Chem. 409 (2017) 1643—
1655.

C.A. Huset, K. M. Barry, MethodsX 5 (2018) 697-704.

M. Trojanowicz, M. Koc, Mikrochim. Acta 180 (2013) 957-971.

M. Senda, T. Kakiuchi, T. Osaka, Electrochimica Acta 36 (1991) 253-262.

W. Zhou, S. Yang, P.G. Wang, Bioanalysis 9 (2017) 1839-1844.

F. Gosetti, E. Mazzucco, D. Zampieri, M.C. Gennaro, J. Chromatogr. A 1217
(2010) 3929-3937.

Y. Yao, K. Volchek, C.E. Brown, A. Robinson, T. Obal, Water Sci. Technol. 70
(2014) 1983-1991.

J. Qian, M. Shen, P. Wang, C. Wang, J. Hou, Y. Ao, J. Liu, K. Li, Chemosphere
168 (2017) 1383-1388.

H. Campos Pereira, M. Ullberg, D.B. Kleja, J.P. Gustafsson, L. Ahrens,
Chemosphere 207 (2018) 183-191.

J.S. Riva, V.C. Bassetto, H.H. Girault, A.J. Olaya, J. Electroanal. Chem. 835
(2019) 192-196.

D.Q. Zhang, W.L. Zhang, Y.N. Liang, Sci. Total Environ. 694 (2019) 133606

F. Wang, K. Shih, Water Res. 45 (2011) 2925-2930

D.C. Harris, Quantitative Chemical Analysis, 8th ed, W.H. Freeman and Co, New
York, 2010.

Water Corp. WA (n.d.).

K.E. Pelch, A. Reade, T.A.M. Wolffe, C.F. Kwiatkowski, Environ. Int. 130 (2019)
104851.

C.J. Collins, A. Berduque, D.W.M. Arrigan, Anal. Chem. 80 (2008) 8102—-8108.

172



Capitulo 3

Comportamiento
electroquimico de
Miltefosina




Capitulo 8: Comportamiento electroquimico de miltefosina

8. Comportamiento electroquimico de miltefosina

8.1. Introducciodn

En el presente capitulo se estudi6 el comportamiento electroquimico
de hexadecilfosfoscolina (miltefosina, MTF) en la interfaz agua/ 1,2 dicloroetano.
Esta molécula, es un tensioactivo con importantes propiedades de membrana,
utilizada para el tratamiento de diversas enfermedades debido a su amplio
espectro farmacoldgico’. MTF fue inicialmente empleada como agente
antineoplasico,y actualmente se utiliza para el tratamiento local de metastasis del
cancer de mama. Ademds, es la Unica droga oral indicada para la leishmaniasis

visceral 2.

La estructura de MTF se muestra en la Figura 8.1, como se observa,
esta molécula cuenta con un grupo fosfato (rojo) y un grupo amonio cuaternario
(azul). Es soluble en agua y el pH no afecta su solubilidad. Dado el caracter
anfifilico de esta molécula puede autoagregarse formando micelas con una CMC

promedio igual a 10 pM 2.

Figura 8.1 Estructura quimica de
la hexadecilfosfoscolina (MTF)

pKa: 1,8

Esta molécula es un alquil lisofosfolipido, donde el glicerol se reemplaza por
una cadena carboxilica por una esterificacion directa®. Los alquilfosfolipidos sintéticos
como se menciond anteriormente, son farmacos anticancerigenos con propiedades
antiproliferativas para las células. Su mecanismo de accibn se basa en su
incorporacion en las membranas celulares, donde se acumulan e interfieren con el

metabolismo de los lipidos y las vias de sefalizacion dependientes de los lipidos. Se
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internalizan en la membrana celular en determinados dominios lipidicos y causan
reacciones posteriores, como la inhibicién del crecimiento y la migracion celular, la
detencion del ciclo celular, el colapso de las fibras de estrés de actina y la apoptosis *.
Existen numerosos estudios que han demostrado el efecto de MTF sobre monocapas
de fosfolipidos. En estos trabajos se demostr6 que MTF es selectiva hacia fases
expandidas y no lo es para las fases mas densas de las monocapas °. Este
comportamiento genera mas regiones desordenadas dentro de las membranas
posibilitando los efectos anteriormente descritos . En otras palabras, una particion
selectiva podria ser la responsable del cambio de equilibrio de fases y las
modificaciones de los patrones de superficie en monocapas de fosfolipidos . Ademas,

esto concuerda con los estudios teéricos de la interaccién de MTF con monocapas .

Por otra parte, el uso de MTF como agente quimioterapéutico, en
administraciébn penoral o intravenosa esta limitado por su efecto nocivo sobre las
células epiteliales del tracto gastrointestinal y la hemodlisis de eritrocitos
respectivamente®. Un enfoque prometedor para superar las consecuencias negativas
de la administracién sistémica de MTF es el encapsulamiento de la droga en
liposomas™®, en nanoparticulas metélicas™ o micelas de copolimeros™*3. Las micelas
poliméricas (MP) se consideran una de las alternativas potenciales mas sélidas, ya
que varias formulaciones micelares han sido evaluadas clinicamente como portadoras
de medicamentos contra el cancer **. Entre las ventajas de este método se destacan:
solubilizacion de drogas hidrofobicas y proteccidén de farmacos, eliminacion de efectos
adversos, optimizacion de parametros farmacocinéticos (evitando la captacion del
sistema reticuloendotelial, RES), mejorando el tiempo de circulacién y la orientacion
pasiva hacia el tumor por el mejoramiento del efecto de permeabilidad y retencién

(EPR), entre otras *°.

Existen diversas técnicas de cuantificacion de miltefosina *°*"*%, Sin embargo

algunas de ellas presentan muchas desventajas ya que se trata de métodos complejos
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y generalmente muy costosos. Ademas, MTF no posee grupos cromoforos, con lo
cual su cuantificacion por métodos espectroscopicos no es viable y, por otro lado, el
método mas comun de cuantificacion de fosfocolinas, a través de la determinacion de
fosfatos, no siempre es factible dado que el medio generalmente empleado para sus
preparados es en buffer fosfato. Por lo tanto una cuantificacion electroquimica seria

una muy buena alternativa a los métodos ya existentes.

Considerando que MTF es un surfactante zwitteribnico con
diversas aplicaciones, resulta interesante realizar un estudio de su
comportamiento electroquimico en la interfaz agua/l,2 dicloroetano, de forma tal
de contribuir al conocimiento de esta droga desde un nuevo enfoque. En base a lo
mencionado, en este capitulo se analizé la transferencia de MTF a través de la
interfaz agua/ 1,2 dicloroetano mediante voltametria ciclica, para estudiar las
propiedades del farmaco tanto en solucién como en superficie. Adicionalmente, se
desarroll6 una metodologia para poder cuantificar MTF en ITIES, obteniendo una
respuesta lineal de la corriente con respecto a la concentracién de farmaco dentro
de un determinado intervalo. Por ultimo, se realizaron experimentos de
espectroscopia de impedancia electroquimica para caracterizar sus propiedades de
adsorcion, y de esta manera, corroborar los resultados obtenidos por voltametria
ciclica. Los resultados de este capitulo ayudan a concretar algunos de los objetivos
planteados en esta tesis, extendiendo el estudio de surfactantes en interfaces

liquidas.

8.2. Objetivos

8.2.1. General

Caracterizar la transferencia electroquimica y la adsorcion del
surfactante hexadecilfosfocolina (MTF) en interfaces liquido/liquido con el objeto

de desarrollar una metodologia para lograr su cuantificacion. 17 5
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8.2.2. Especificos

o Determinar las condiciones experimentales para el estudio de MTF en
ITIES;

e Estudiar la transferencia de MTF desde un enfoque bésico en interfaces
liquidas para dilucidar mecanismos de transferencia de este farmaco;

e Evaluar la posibilidad de desarrollar una metodologia electroquimica
para la cuantificacién de MTF en solucion;

¢ Realizar experimentos de EIE para caracterizar los procesos la

adsorcion de miltefosina en la interfaz agua/ 1,2-dicloroetano.

8.3. Parte experimental

Se realizaron experimentos de voltametria ciclica (VC) y espectroscopia
de impedancia electroquimica (EIE).El intervalo de frecuencias experimental fue
0,1-2000 Hz, la amplitud de la perturbacién ac fue 10 mV y se aplicaron diferentes
potenciales dc constantes, E. Se realizaron graficos de capacitancia (C) en funcién de
E a un valor de frecuencia seleccionada a partir de los graficos de Bode (se
eligio el valor de frecuencia a la cual el angulo de fase tiene su maximo valor,

préximo a 90°).

8.4. Resultados

8.4.1. Comportamiento voltamétrico de miltefosina

En la Figura 8.2 se observan los voltagramas del farmaco MTF a

diferentes concentraciones. Como puede notarse, si bien se define un sistema de

pico positivo y
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negativo alrededor de 0,65 V y 0,55 V, respectivamente, la sefal electroquimica es
muy baja y muy poco sensible a los cambios en la concentracion de MTF. El ruido
eléctrico observado en la sefial de corriente es caracteristico de los sistemas que
involucran moléculas surfactantes debido a la inestabilidad que producen en la
interfaz. Esta sefal podria atribuirse a la transferencia de MTF desde la fase acuosa a
la organica durante el barrido positivo y viceversa para el barrido inverso, sin embargo
esta respuesta electroquimica resulta poco util para fines analiticos. Por esta razon, se

opté por ampliar el intervalo de concentraciones de trabajo a fin de evaluar mejoras en

la sefial.

250 Figura 8.2 Voltametria ciclica para
diferentes concentraciones de MTF en

200+ la fase acuosa. Composicién de la

150 4 fase acuosa: MTF 0,01 a 0,1 mM +
KCI 10 mM. Composicion fase

100+ organica: TPnATCIPhB 10 mM.

< s v=0.050 V.s *

-50 4

-100

02 03 04 05 06 07 08
E/V

8.4.2. Efecto de la concentracion, pH y cationes del electrolito

soporte de la fase acuosa sobre los perfiles voltametricos de MTF

En la Figura 8.3 se muestran los voltagramas obtenidos en presencia
del farmaco MTF en la fase acuosa utilizando tres cationes diferentes en la sal
que constituye el electrolito soporte de la fase acosa: Ca*, K* y Li*. Se pueden
observar cambios significativos en la forma de los voltagramas al variar dichos
cationes. En el caso de los voltagramas realizados en presencia de Ca** y Li*, se
observan los picos de corriente negativa en E, = 045 V y E; = 0,35 V,

respectivamente, pero no se 177
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definen adecuadamente los correspondientes al barrido positivo durante el cual ocurre
la transferencia de MTF desde la fase acuosa a la orgénica. En estas condiciones, los
perfiles I/E muestran una importante componente resistiva acoplada a la corriente
faradaica, en la cual quedan solapados los picos de corriente de barrido positivo de
potencial. Por el contrario, cuando se emplea K* como contra ion del electrolito
acuoso, se observa una buena definicion de los picos en ambos barridos de potencial:
E," = 055 Vy E; = 0,42 V. En funcién de estos resultados se demuestra que el
comportamiento electroguimico de MTF depende en gran medida del catiébn empleado
en el electrolito soporte presente en la fase acuosa, lo cual era de esperar, ya que éste
determina el grado de estructuracion de las moléculas de MTF, en el caso que éstas
se encuentren adsorbidas en la interfaz. Si se parte de la hipétesis de que la
transferencia de MTF, a concentraciones mayores a la CMC, a través de la interfaz
agua/l,2 DCE involucra una adsorcién previa, el grado de estructuracion de las
moléculas adsorbidas afectara la respuesta electroquimica, modificando la forma de
los voltagramas y la corriente de los picos. Teniendo en cuenta esto, y considerando
que los cationes interaccionan de distinta manera con los grupos fosfatos de MTF,
pueden explicarse los resultados de la Figura 8.3 de la siguiente manera: la mayor
estructuracion de las moléculas de MTF en presencia de Ca** viene dada por la mayor
capacidad de este catién de neutralizar las cargas negativas de los grupos fosfato de
MTF, lo cual ocasiona una disminucién de las fuerzas de repulsién laterales en la
monocapa y en consecuencia, un aumento de las fuerzas de interaccion de van der
Walls entre la cadenas hidrocarbonadas; en el caso de Li*, se observa un efecto
similar debido a que su tamafio reducido le permite penetrar dentro de las cabezas
polares y neutralizar la carga; por Ultimo, para K*, con una relacion carga/tamario
mucho menor a Ca?" y Li* , su interaccion con los grupos polares de MTF es menor.
Entonces el grado de estructuracion producido por los cationes estudiados sobre la

monocapa de MTF, sigue el siguiente orden: Ca®* > Li* > K*. Este comportamiento ha
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sido reportado en diversos trabajos **%. En base a estos resultados, se seleccioné a
K* como catién del electrolito soporte de la fase acuosa para la caracterizacion del

comportamiento electroquimico de MTF en la interfaz agua/ 1,2- DCE.

Figura 8.3. Voltametria ciclica para
MTF en la interfaz agua /1,2-DCE.

2004 ——_cCa . Composicion fase de la acuosa:
MTF 0,4 mM + (...) LiCl, (--)KCl y
150 - (=) CaCl; 10 mM.
Composicion de la fase organica:
1004 TPnATCIPhB 10 mM.
<€ -1
3 v=0,050V.s
— 50+
0-
-504

02 03 04 05 06 07 08 09
E/V

Una vez seleccionada la sal de la fase acuosa, se evalu6 el efecto del pH sobre
la respuesta electroquimica de MTF. Teniendo en cuenta que este farmaco es
zwitteriénico (Figura 8.1), es de esperar que al variar el valor de pH de la fase acuosa
ocurran cambios en la carga de la molécula y, en consecuencia, se modifique la
respuesta voltamétrica. En la Figura 8.4 se observan voltagramas registrados para
distintos valores de pH de la fase acuosa en presencia de MTF en una concentracién

constante e igual a 0,4 mM.
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Figura 8.4. Voltametria ciclica aplicada a
la interfaz liquido/liquido en presencia de
MTF a diferentes valores de pH en fase
acuosa. Composicion de la fase acuosa:
MTF 0,4 mM + KCI 10 mM, a pH: (—) 1,5,

24, (—) 2,7,y 4,0. Composicion
de la fase organica: TPnATCIPhB 10 mM.
v=0.050V.s™

015 030 045 0.60 075 0.90
E/V

Como se puede observar, los cambios en el pH en la fase acuosa conducen a
cambios en la forma de los perfiles voltamétricos y en los valores de las corrientes de
pico. El valor de pKa informado para MTF es 1,8 , con lo cual se esperaria que, a
medida que disminuya el pH aumente la proporcion de grupos fosfatos protonados
(neutros) vy, por lo tanto, la fraccién de moléculas con carga positiva neta dada por el
grupo amino. Si el proceso de transferencia de MTF ocurriese por un mecanismo
directo controlado por difusién, seria de esperar, entonces, que la corriente aumente a
medida que disminuye el pH. Sin embargo esta tendencia sélo se observa al pasar de
pH = 4,0 a pH =2,7, pH al cual se alcanza el maximo valor de corriente de pico,
mientras que la tendencia opuesta se observa al continuar disminuyendo el pH a
valores iguales a 2,4 y 1,5, obteniéndose practicamente la sefial de base para el tltimo
valor. Por lo tanto, un simple mecanismo difusional no explica los resultados obtenidos
a diferentes valores de pH. La dependencia de la sefal electroquimica con el pH se
puede explicar considerando el comportamiento superficial de MTF. Este farmaco, tal
como se menciond, es un surfactante con lo cual se esperaria que se encuentre
adsorbido en la interfaz liquido/ liquido. En estas condiciones, el farmaco formaria una
monocapa sobre dicha interfaz, cuya estabilidad dependera, por un lado de las
interacciones laterales de la cadena hidrocarbonada del farmaco, y por otro de las

interacciones de las cabezas polares orientadas hacia la fase acuosa. Cambios en las
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condiciones del medio pueden generar variaciones en estas interacciones y en
consecuencia afectar la compactacion de la monocapa ?!. Entonces, si la transferencia
de carga a través de la interfaz ocurre previa adsorcion de MTF, el grado de
compactacién de la monocapa y su estabilidad tendran un efecto directo sobre la
corriente de transferencia. Este efecto ocurrira, si esta transferencia involucrara: a) el
pasaje de MTF adsorbida hacia alguna de las fases, o b) la transferencia de otro ion
gue deba atravesar la pelicula adsorbida, o bien c) la formacion de un “par i6nico”
interfacial entre los grupos polares de MTF adsorbida y alguno de los iones de los
electrolitos soporte. En cualquiera de estas tres posibilidades planteadas, seria de
esperar una menor corriente faradacia a medida que aumenta la compactacion y
estabilidad de la monocapa. La cabeza polar de MTF contiene un grupo fosfato con
carga negativa y una amina cuaternaria, similar a la fosfatidilcolina, cargada
positivamente de manera permanente. Se ha reportado que fosfatidilcolina se
mantiene como zwitterion en un intervalo de pH de 3 a 12 %, con lo cual se podria
postular el mismo comportamiento para MTF, ya que cuenta con el mismo grupo polar.
Esto explicaria por qué se observa mayor corriente en las condiciones de pH de 2,66
con respecto a 3,99. Sin embargo si el pH contindia disminuyendo la corriente de pico
también lo hace (pH= 2,4, 1,5), tal como se menciond anteriormente. Esto se deberia a
gue en estas condiciones la compactacion de la monocapa es mayor, producto de
interacciones no electrostaticas como las uniones de puente hidrogeno entre los

3 Estas

grupos fosfato de las cabezas polares, comportamiento ya reportado
interacciones aumentan a medida que el pH se asemeja al pKa ?*, favoreciendo atn
més la estabilidad de la monocapa. Una mayor compactacion se traducird en una
menor sefial electroquimica (corriente de respuesta) ya que las moléculas de MTF
adsorbidas fuertemente presentan una mayor energia de transferencia. En las

condiciones de pH = 1,5, la disminucién en la corriente también podria atribuirse a

una hidrélisis de la molécula con lo cual la sefial se veria afectada por este motivo *.
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8.4.3. Efecto de la velocidad de barrido

Considerando los resultados obtenidos previamente se continué con el estudio
de MTF a pH = 2,66 y cloruro de potasio como electrolito soporte de la fase acuosa.
En la Figura 8.5a, se muestran los barridos de potencial a diferentes velocidades
desde 0,010 V.s™* hasta 0,200 V.s™. La separacion de potenciales de pico positivo y
negativo es mayor a 0,06 V en todos los casos y aumenta conforme aumenta la
velocidad de barrido, sugiriendo un mecanismo de transferencia con control cinético®.
En las Figuras 8.5b y ¢ se muestra la relacion de la corriente de pico y el potencial de
pico negativo con la velocidad de barrido, respectivamente. Con respecto a la Figura
8.5b se observa que la corriente varia linealmente con v, indicando un proceso de
adsorcion previo a la transferencia de MTF a través de la interfaz. Por otra parte, del
analisis de las Figuras 8.5a y ¢, se puede postular que dicha adsorcion es fuerte, y por
lo tanto la desorcién de las moléculas de MTF y su posterior transferencia a la fase
organica, requieren de mayores potenciales a medida que aumenta la velocidad de
barrido, produciendo un corrimiento en los potenciales de transferencia, hacia valores
mas negativos, demostrando un control cinético en la desorcion 'y
posterior transferencia. Por otra parte en la condicién de v= 0,010 V.s™ se observa
un hombro segundo pico en simultdneo con una disminucion de la corriente en el

barrido negativo, proceso que se comentara posteriormente.
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Figura 8.5 a) Voltametria ciclica de MTF a diferentes velocidades de barrido.b) Variacion de la corriente
de pico negativa en funcién de la velocidad de barrido. c) Variacion del potencial de pico negativo (Ep)

en funcion de la velocidad de barrido.
Composicion de la fase acuosa: MTF 0,4 mM + KCI 10 mM pH = 2,66. Composicién de la fase organica:
TPnATCIPhB 10 mM

En base a estos resultados, se propone el siguiente proceso interfacial: las
moléculas de MTF parcialmente cargadas se adsorben espontdneamente en la
interfaz y sufren procesos de reordenamiento interfaciales durante el barrido positivo
de potencial. Luego el anion del electrolito de la fase organica (TPhCIB’) se transfiere
hacia la fase acuosa, facilitado por la presencia de MTF adsorbida en la interfaz, y
permanece asociado a los grupos polares de MTF, formando un “par iénico”
adsorbido. Este proceso seria el responsable de la corriente positiva observada
durante el barrido directo de potencial. En el barrido inverso, este “par idnico” se
disocia y las moléculas de MTF son transferidas o desorbidas hacia la fase acuosa,
mientras que el anion TPhCIB" también es transferido desde la fase acuosa a la fase
orgéanica, dando lugar al pico de desorcion agudo observado en barrido inverso. De
esta manera se explicaria el comportamiento interfacial de MTF y el efecto que las
variables como el pH y el electrolito soporte de la fase acuosa producen sobre la
respuesta electroquimica de este farmaco. Es decir, cambios en la composicion de la

fase acuosa modifican las interacciones entre las moléculas de MTF vy, en
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consecuencia, se producen cambios en la compactacion y estabilidad de la pelicula,
modificando la transferencia de carga, lo que se traduce en cambios en la forma de los

voltagramas.

8.4.4. Efecto del electrolito soporte de la fase organica

Se realizaron experimentos adicionales para corroborar el mecanismo
propuesto. En la Figura 8.6 se comparan dos voltagramas obtenidos para la misma
concentracion de MTF , variando el electrolito soporte de la fase organica: Tetrakis(4-
clorofenil) borato de potasio (TPnATCIPB) o dicarbolil cobaltato de tetrafenil arsonio
(TPhASDCC). De esta manera, si la corriente voltamétrica esta asociada a la
adsorcion/ desorcion de un “par iénico” interfacial entre el anién del electrolito organico
y MTF, tal como se describié en la seccién anterior, seria de esperar que la respuesta
electroquimica se modifigue en presencia de TCIPhB" o DCC’ en la fase organica.
Como puede observarse, la posicion de los picos voltamétricos depende de la
naturaleza del electrolito orgénico, evidenciandose cambios en el potencial de pico
positivo E,” = 0,615 V (DCC) y E,"= 0,489 V (TPhCIB’). Del mismo modo, hay un
corrimiento del potencial de pico negativo hacia valores mas positivos en el caso de
DCC respecto a TPhCIB" . Como se mencioné anteriormente, tal efecto puede deberse
a interacciones de “pares i6nicos” entre MTF cargada positivamente Yy el anién del
electrolito organico. Se han reportado comportamientos similares para moléculas
cargadas positivamente como aminoécidos “°. Los resultados de este experimento
indican que el par i6nico mas estable es el formado por el anion tetrakis, esto se
deduce del analisis de los potenciales de transferencia. Aparentemente, de acuerdo a
la bibliografia la estabilidad del “par i6nico” disminuye con el tamafio del anién %, lo
cual estd de acuerdo con nuestros resultados ya que el anion DCC™ es el mas

voluminoso.
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Figura 8.6 Comparacién entre electrolitos
195 soporte de la fase organica: TPnATCIPhB
_$EEQZ§'CP£B (=) y () TPhAsDCC. Composicién de la
1304 fase acuosa: MTF 0,7 mM + KCI 10,0
mM, pH = 2,66
<C 651 Composicion de la fase organica: (—)
\1 (v~ TPnATCIPhB 10 mM, TPhAsDCC 10
-_— O_[/" mM 1
v =0,050V.s
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8.4.5. Efecto de la concentracion de MTF

En la Figura 8.7 se muestran los voltagramas obtenidos para
distintas concentraciones de MTF en la fase acuosa en las condiciones de
fase acuosa seleccionadas previamente y empleado TpnATCIPhB como electrolito
soporte de la fase organica. El objetivo de estos experimentos fue, por un lado
continuar, con la caracterizacion del mecanismo de transferencia de MTF en la
interfaz agua/ 1,2- DCE vy, por el otro, encontrar una relacion entre la concentracion
del farmaco y la corriente de pico, de forma tal de disefiar una metodologia de
cuantificacibon de MTF. Como puede observarse, no hay una relacién lineal entre la
corriente del barrido positivo y la concentracion de MTF (ver grafico inserto en la
Figura 8.7). Nagatan y col. han informado comportamientos similares para
moléculas organicas catiénicas en ITIES?.

Esta respuesta en la Ip puede deberse al mecanismo de transferencia de
este farmaco, ya que inicialmente, al aumentar la concentracién, aumenta la difusién
de las moléculas del farmaco desde el seno de la soluciébn hacia la interfaz
Yy, €en consecuencia, aumenta la cantidad de moléculas que se absorben
produciendo finalmente una mayor corriente. Cuando se alcanza una concentracion

alta, la interfaz
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se encuentra cubierta completamente (saturada), con lo cual cambios en la

concentracion de farmaco no producen cambios evidentes en la corriente voltamétrica.
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Figura 8.7. Voltametria ciclica a diferentes concentraciones de MTF. Composicién de la
fase acuosa: MTF (—) 0,4 mM, (--) 0,5 mM, (-) 0,6 mM, (--) 0,7 mM + KCI 10 mM, pH
= 2,66. Composicion de la fase organica: TPnATCIPhB 10 mM. Inserto: variacién de la
corriente de pico durante el barrido directo en funcion de la concentracion de MTF.
v=0,050V.s™

Por otra parte, en la Figura 8.8 se muestra el comportamiento de MTF a
distintas concentraciones empleando, en este caso, TPhAsDCC como electrolito
soporte de la fase organica. Como se observa la respuesta difiere de los resultados
gue se muestran en la Figura 8.7, obteniéndose, en estas condiciones una variacion
mas clara de la corriente con la concentracion de MTF. La respuesta para la variacion
de Ip con la concentracion de MTF puede explicarse considerando un primer intervalo
de concentraciones entre 0,1 y 0,5 mM, en el cual la corriente es muy pequefia e
independiente de la concentracion, esta respuesta estaria indicando que existe una
concentracién “umbral” necesaria para que el proceso electroquimico tenga lugar.
Puede suponerse que, a estos valores de concentracion de MTF pequefios la cantidad

adsorbida es muy baja. Luego hay una region intermedia de concentraciones,
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comprendida entre 0,5 y 0,8 mM, en la cual la respuesta de la corriente varia casi
linealmente con la concentracién de MTF, y podria postularse como intervalo 6ptimo
de concentraciones para su cuantificacion. Para concentraciones mayores a 0,8 mM,
la corriente es independiente de la concentracion de MTF, indicando una saturacién de

la interfaz, la cual no admite posterior adsorcion de moléculas de MTF?,

a) __ b)
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Figura 8.8. a) Voltametria ciclica realizada a diferentes concentraciones de MTF. Composicion de la fase acuosa:
MTF + KCI 10 mM, pH = 2,66. Composicion de la fase organica: TPhAsDCC 10 mM. b) variacién de la corriente de
pico del barrido positivo en funcion de la concentracion de MTF.

v=0,050Vs™

8.4.6. Efecto del tiempo de pulso y del potencial de corte

Con el objetivo de corroborar en mayor detalle el proceso de adsorcién
se realizaron experimentos de pulsos de potencial a 0,650 y 0,750 V, durante
diferentes tiempos previos a la aplicacion del barrido de potencial. Se seleccionaron
estos dos potenciales ya que en los mismos se observa el maximo valor de corriente
positiva. En la Figura 89 se muestran los resultados de estos
experimentos para una concentracion constante de MTF igual a 0,70 mM. Se
graficaron los potenciales de pico obtenidos en el barrido negativo de potencial,

luego de la aplicacion del pulso a
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distintos tiempos, en funcién de la velocidad de barrido. Como se puede observar, en
todos los casos ocurre un corrimiento del E, hacia valores mas negativos a medida
gue aumenta la velocidad de barrido inverso, comportamiento similar al mostrado en la
Figura 8.5a. Este efecto se hace mas evidente cuando aumenta el tiempo de pulso
(pendiente més negativa), lo cual indica que existen interacciones atractivas entre las
moléculas de MTF adsorbidas. Es decir, a medida que aumenta el tiempo de pulso,
aumenta la cantidad de moléculas de MTF adsorbidas, y este aumento de moléculas
genera una pelicula mas fuertemente adsorbida, requiriéndose potenciales cada vez
mMAas negativos para su desorcién, lo cual necesariamente, es consecuencia de
interacciones atractivas. Este corrimiento de potencial es caracteristico en los

procesos cuasi-reversibles de adsorcion/ desorcion, lo cual refuerza la hipétesis antes

planteada.
a) Pulso = 0,65V b) Pulso =0,75V
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Figura 8.9 a) Variacion del potencial de pico (Ep) en funcién de la velocidad de barrido (v) aplicando un
pulso a 0,65 V durante O (m), 10 (), 20 (A) y 30 (V) segundos. b) variacién del potencial de pico (Ep) en
funcion de la velocidad de barrido (v) aplicando un pulso a 0,75 V durante O (m), 10 (e), 20 (A) y 30 (V)
segundos. Composicion de la fase acuosa: MTF 0,7 mM + KCI 10 mM, pH = 2,66. Composicion de la fase
organica: TPhAsDCC 10 mM.

Considerando estos resultados se plantearon experimentos de voltametria
ciclica a diferentes potenciales de corte. Potenciales de corte mas positivos
aumentarian la cantidad de moléculas adsorbidas en la interfaz y, de existir
interacciones atractivas entre éstas, deberian observarse corrimientos hacia

potenciales mas negativos de los picos de desorcion (E,). En la Figura 8.10 se
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muestran perfiles de corriente en funcion de E a diferentes potenciales de corte, E
registrados a una velocidad de barrido lenta (0,01 V.s™). Como se puede observar, al
aumentar Ej, el E, se corre hacia valores mas negativos. Esto refuerza la hipotesis de
las interacciones positivas entre las moléculas de MTF. A bajas velocidades de barrido
y altos potenciales de corte, donde la acumulacién interfacial de MTF y de DCC’ es
importante en la fase acuosa y organica, respectivamente, ocurre la neutralizacién de
las moléculas del farmaco con los iones DCC'. Este “par i6nico” se mantiene adsorbido
hacia ambos lados de la interfaz, con las cabezas polares de MTF orientadas hacia la
fase acuosa y sus cadenas hidrofébicas hacia la organica. De esta manera el par
ionico [MTF-DCC] aumentaria su estabilidad en valores de potencial de corte mas
positivos, requiriendo entonces una mayor energia para la desorcién de MTF hacia la
fase acuosa o del DCC’ hacia la organica, conduciendo a los cambios observados de
E, .

Por otra parte para Ex= 0,70 V y Ex= 0,75 V, los voltagramas muestran la
aparicion de un segundo pico en el barrido negativo, simultaneamente con una
disminuciéon de la corriente del primer pico. Este segundo pico no fue descrito
anteriormente en este capitulo, debido a que no es tan notorio a velocidades de
barrido més altas. Sin embargo, si se observa el voltagrama medido a 10 mV.s™ de la
Figura 8.5 se pueden distinguir dos picos de corriente negativas. En el caso de la
Figura 8.10 se observa que el primer pico se ve favorecido a Ex mas bajos mientras
que el segundo a Ex mas altos, donde el recubrimiento interfacial es mayor y la
monocapa mas estable. El corrimiento de potencial es mas notorio en el segundo
proceso ya que en este caso, los potenciales de pico para Ex= 0,70 Vy Ex= 0.75 V
son Ep =0,35VyEy =029V, respectivamente. En las mismas condiciones se
observan los potenciales E,; = 0,40 Vy E,;; = 0.37 V para Ex= 0,70 Vy Ex= 0,75 V,
respectivamente. Es decir, para el segundo proceso el AE,, = E,, "0 - E,5707 =

0,06 V mientras que para el primero es igual 0,03 V. Una posible hipotesis para

189



Capitulo 8: Comportamiento electroquimico de miltefosina

explicar la aparicion de este segundo pico a altos valores de EA y bajos valores de
velocidad de barrido, es la siguiente: a medida que avanza el potencial durante el
barrido positivo los "pares idnicos" interfaciales sufren reordenamientos generandose
dominios con diferente conformacion y diferente grado de estabilizacién. Los dos picos
observados en el barrido negativo corresponden entonces a la desorcion de los

adsorbatos de diferentes conformacion interfacial.

Luego de analizar la respuesta voltamétrica en funcién de las diferentes
variables experimentales (pH, composicién de los electrolitos organico y acuoso,
concentracion de MTF, velocidad de barrido, potencial de corte y tiempo y potencial de
pulsos), podemos postular un mecanismo de transferencia de carga que involucra la

adsorcion previa de MTF con las siguientes etapas:

MTFw = MTF(gs Etapa 1
MTF(ads) + DCC_(O) = MTF-DCC(adS) Etapa 2 (EQ directa)
MTF-DCC (ads) = MTF (w) T+ DCC-(O) Etapa 3 (EQ inversa)

La etapa 1 ocurre a circuito abierto, antes de iniciar el barrido de potencial,
debido a la naturaleza anfifilica de MTF. Esta etapa es altamente dependiente del
tiempo que transcurre desde que se ponen en contacto las dos fases hasta que se

inicia el barrido.

Al aplicar el barrido de potencial, ocurre la transferencia electroquimica (EQ)
del anién DCC’ desde la fase organica hacia la region interfacial donde se encuentran
las cabezas polares de MTF orientadas hacia la fase acuosa (Etapa 2). Este proceso
da lugar a una corriente positiva y el aniobn queda adsorbido en la monocapa de MTF
formando un "par i6nico" interfacial. A medida que el potencial avanza hacia valores

mas positivos, esta pelicula se reordena y estabiliza.
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Al invertir el barrido hacia potenciales mas negativos el "par i6nico" interfacial
se disocia, produciendo la transferencia electroquimica (EQ) de algunas moléculas de
MTF hacia la fase acuosa y de los iones DCC’ hacia la fase organica, dando lugar al

pico de desorcién del barrido negativo (Etapa 3)

Figura 8.10. Voltagramas de MTF
a diferentes potenciales de corte,
Ex. Composicion de la fase
acuosa: MTF 0,7 mM + KCI 10
mM, pH = 2,66. Composicién de la
fase organica: TPhAsDCC 10 mM.
Velocidad de barrido 0,050 V.s*

I /uA

02 03 04 05 06 07
E/V

8.4.7. iEs posible cuantificar MTF mediante voltametria ciclica

en interfaces liquidas?

Uno de los objetivos planteados en este capitulo fue el de proponer una nueva
metodologia para cuantificar MTF debido a las complicaciones que existen con los
métodos disponibles actualmente. Considerando los resultados obtenidos en la
seccion anterior, se optd por emplear como electrolito soporte de la fase organica
TPhAsSDCC vy desarrollar una metodologia que permita cuantificar MTF mediante una
relacién lineal entre la corriente electroquimica y la concentracion del farmaco.
Teniendo en cuenta el comportamiento de MTF en la interfaz agua/ 1,2-DCE vy el

esquema de reaccion planteado en la seccion anterior, surge como punto importante a
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analizar, el efecto del tiempo transcurrido a circuito abierto previo a la aplicacion del

barrido de potencial.

En este sentido, se disefié un protocolo experimental el cual incluye una etapa
de limpieza de la interfaz y un control del tiempo a circuito abierto necesario para que
se establezca un equilibrio de las moléculas de MTF en solucion con aquellas
adsorbidas en la interfaz. La metodologia propuesta fue la siguiente: se limpia la
interfaz aspirando la superficie con una micro jeringa (esto seria equivalente a pulir un
electrodo), posteriormente se esperan diferentes tiempos a circuito abierto y luego se
realiza el barrido de potencial. En la Figura 8.11 se muestran los voltagramas
obtenidos para una concentracion de MTF igual a 0,7 mM siguiendo esta
metodologia, cabe aclarar que para cada experimento se realiz6 la limpieza de la
interfaz y se espero el tiempo indicado. Como puede observarse hay un cambio en la
corriente en funcién del tiempo de espera posterior al limpiado de la interfaz. Esto se
explica facilmente, considerando que la adsorcion de MTF a circuito abierto requiere
de un tiempo de espera, durante el cual esta especie difunde desde el seno de la fase
acuosa hacia la interfaz para reordenarse y adsorberse. En consecuencia, a mayor
tiempo de espera aumenta la cantidad de moléculas adsorbidas, obteniéndose una
mayor sefial electroquimica. Cuando los tiempos de espera son superiores a 60
minutos, no se observa aumento en la corriente, indicando que a este tiempo ocurre la
saturacion de la interfaz con moléculas de MTF. Existen antecedentes donde se

mejora la capacidad de deteccion empleando metodologias similares *°.
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Figura 8.11. Voltagramas de
MTF a diferentes tiempos de
espera a circuito abierto.
Composicion de la fase
acuosa: MTF 0,7 mM + KCI
10 mM, pH = 2,66.

400 1

200 - Composicion de la fase
< organica:. TPhAsDCC 10
= mM.
= o t=(=) 0, (—) 20, (—) 40,
(==) 60 min.
Vel?cidad de barrido 0.05
-200 V.s

03 04 05 06 07 08
E/V

Teniendo en cuenta los resultados, se repitié esta metodologia en un intervalo
de concentraciones de MTF comprendido entre 0,1 y 0,8 mM. En la Figura 8.12 se
muestra la variacion de la corriente positiva a E= 0,6 V en funcién del tiempo
transcurrido de circuito abierto luego de limpiar la interfaz para diferentes

concentraciones de MTF.

Figura 8.12. Variacion de la corriente
de pico positiva medida a E= 0,60 V

3004 ° en funcién del tiempo transcurrido a
//4\‘,/—r—f"’”’””’ circuito abierto. Composicién de la

250 * I fase acuosa: MTF (m) 0,2 mM, (e) 0,4
v mM, (A) 0,6 mM, (¥) 0,7 mM y ()

v 0,8 mM + 10 mM KCI, pH = 2,66.

Composicion de la fase orgéanica:
TPhAsDCC 10 mM.
v=0.050 V.s*

Ip* /nA

tiempo / min

Como se puede observar en la Figura 8.12, los valores de corriente dependen
de la concentracion inicial de farmaco. A concentraciones bajas (0,2 mM, 0,4 mM) la
respuesta de corriente continta variando hasta tiempos largos (60 min para la
concentracion mas baja). En cambio, cuando la concentracion de MTF aumenta se

alcanzan valores de corriente constante a tiempos menores, indicando que a altas

193



Capitulo 8: Comportamiento electroquimico de miltefosina

concentraciones, la saturacion de la interfaz se alcanza mas rapidamente, sin embargo
en todos los casos es necesario un tiempo de espera para lograr una corriente
constante. Existen comportamientos similares en procesos de transferencia de
moléculas cargadas positivamente en ITIES *%. E| desafio entonces consiste, en
encontrar el tiempo de espera a circuito abierto con el cual se obtenga el mayor
intervalo lineal de la corriente con la concentracion que garantice una alta sensibilidad
y buena reproducibilidad del método analitico de cuantificacion de MTF. Para lograr
este objetivo se calcularon las cargas del proceso de desorcién para todas las

condiciones analizadas de concentracion de MTF y tiempo de espera (Figura 8.13).

Figura 8.13. Variacion de la carga del
1751 —ac 204 pico de desorcién en funcion de los
—e—4e-4 tiempos a circuito abierto medidos en
minutos. Composicion fase de la
acuosa: MTF (m) 0,2 mM, (e) 0,4 mM,
(A)0,6 MM, (V)0,7mMYy (+) 0,8 mM
+ 10 mM KCl, pH = 266
Composicion fase organica:
TPhAsDCC 10 mM.

Carga /nC

0 10 20 30 40 50 60

tiempo / min

Como se puede observar, la dependencia, de la carga con la concentracion y el
tiempo es similar a lo que ocurre con la corriente y, de ambos gréficos, es posible
concluir que el proceso de adsorcion de MTF en la interfaz agua/1,2-DCE requiere de
tiempos de espera largos para alcanzar la saturacion en la interfaz, dando cuenta de
un proceso de adsorcion lento. El céalculo de la carga, adicionalmente, nos permite
obtener informacién de las moléculas adsorbidas en la interfaz a través del calculo del
recubrimiento interfacial (I'). El pardmetro T indica el nimero de moléculas de farmaco

adsorbidas formando una monocapa sobre la interfaz, sus unidades son pmol.cm?, es
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decir es un valor de concentracion superficial. Se puede estimar empleando la

siguiente ecuacion *;

Q= zFAT Ec 8.1

Donde Q es la carga de desorcion representada en la Figura 8.13, F la
constante de faraday, A el &rea interfacial y z la carga de MTF en las condiciones
experimentales empleadas. Ademas de las condiciones experimentales el parametro I’
depende de las caracteristicas propias de cada molécula, teniendo en cuenta
interacciones electrostaticas entre las cabezas polares e interacciones hidrofébicas
entre las cadenas. Se han reportado valores de I' para surfactantes zwitterionicos con
grupos fosfocolinas en interfaces agua / aire **. En dicho trabajo se calcularon valores
de I' = 300 pmol.com™ para fosfocolinas similares en su estructura a MTF y este sera
el valor que se considerara, en esta aproximacion, como el valor de recubrimiento I de

una monocapa de MTF.

A partir de la Figura 8.13 se pueden obtener los valores de Q en distintas
condiciones y empleando la Ec. 8.1, se pueden determinar los valores de I' para
dichas condiciones. En la tabla 8.1 se muestran los valores de I' obtenidos para el
intervalo de tiempo y concentraciones estudiados suponiendo que la carga de MTF es

Z= 1y el area de la celda igual 0,17 cm?.
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'/ pmol.cm™

Concentracion MTF (mM)

Tiempos (min) 0,2 0,4 0,6 0,7 0,8
0 88,68 80,2 265,6 237,81 465,12
10 94,51 185,33 329,14 603,1 596,62
20 106,5 261,19 393,28 939,3 970,4
30 111,81 371,19 524,13 958,09 976,23
40 116,67 415,56 653,04 974,15 1000,13
60 125,35 516,1 809,74 1013,15 1006,35

Tabla 8.1. Variacion de cubrimiento interfacial (I') en funcién de los tiempos a circuito abierto medidos en
minutos para el intervalo de concentraciones analizado.

Como se puede notar en la tabla, a medida que aumenta el tiempo,I" también
lo hace. Ademas, puede observarse que a medida que aumenta la concentracion de
MTF la saturaciéon de la interfaz involucra mayor cantidad de moléculas en menor
tiempo. Si se asume que el valor del recubrimiento interfacial de una monocapa de
MTF es de 300 pmol.cm?, valores de I' mayores a éste indicarian la presencia de
multicapas o agregados. Como se observa en la tabla, para altas concentraciones el
valor de T = 300 pmol.com® se supera en poco tiempo mientras que para
concentraciones menores el tiempo requerido es mayor o, incluso, no se alcanza este
valor aln a tiempos largos. Por lo tanto, se puede pensar que para condiciones de
concentraciones altas de MTF o tiempos largos, se forman multicapas sobre la
interfaz. La posibilidad de formar monocapas o multicapas de MTF en la interfaz
dependiendo de la concentracion y del tiempo, explica la respuesta encontrada en las
Figuras 8.12 y 8.13, en donde no se obtiene el mismo valor de saturacién para
diferentes concentraciones experimentales. Existen evidencias de comportamientos
similares de moléculas biolégicas en la interfaz liquido/liguido empleando

experimentos de voltametria ciclica *>*%'.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se analizé la posibilidad de usar tanto el
pico de corriente positivo asi como el negativo con fines analiticos. De esta manera, en
las Figuras 8.14 a y b se muestran las corrientes de pico positivas y negativas en

funcién de la concentracion de MTF para todos los tiempos de espera a circuito abierto

analizado.
a) b)
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300{ 22 = 2 2m .
¥ 60 min min
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Figura 8.14. a) Variacion de la corriente de pico positiva (Ip*) en funcién de la concentracién de MTF para
distintos tiempos a circuito abierto: 0 (m), 20 (e), 40 (A) y 60 (V) minutos. b) Variacion de la corriente de
pico negativa (Ip’) en funcién de la concentracion de MTF para distintos tiempos a circuito abierto: 0 (m),
20 (@), 40 (A) y 60 (V) minutos.

Composicion fase de la acuosa: MTF + 10 mM KCI, pH = 2,66. Composicién fase organica: TPhAsDCC
10 mM.

v: 0,050 V.s™

Como se puede observar, a medida que aumenta el tiempo a circuito abierto
también aumenta el intervalo de linealidad de la corriente frente a la concentracion,
tanto si se considera la corriente positiva como la negativa. A fin de seleccionar el
mejor tiempo a circuito abierto para cuantificar MTF se calcularon diferentes
pardmetros analiticos a todos los tiempos. Estos resultados se muestran en las Tabla

8.2 para ambos picos, positivo y negativo.
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Corriente de pico positiva/ Ip* Corriente de pico negativa/ Ip”
Tiempo/ Sensibilidad/ Intervalo R® Tiempo/  Sensibilidad/ Intervalo R°
Lineal/ Lineal/

min HA.uM™ HM min HA.uM™ HM

10 140,16 0,2-0,7 0,98 10 109,24 0,2-0,6 0,94
20 233,60 0,2-0,7 0,81 20 139,68 0,2-0,6 0,89
30 436,60 0,2-0,7 0,98 30 115,75 0,2-0,6 0,9
40 426,04 0,2-0,8 0,98 40 221,25 0,2-0,7 0,93
50 456,78 0,2-0,8 0,99 50 254,25 0,2-0,8 0,97
60 505,44 0,2-0,8 0,99 60 274,06 0,2-08 0,98

Tabla 8.2. Parametros analiticos obtenidos para la respuesta Ip* o Ip” vs Curr a los tiempos de espera a
circuito abierto mostrados en la Figura 8.14.

De la tabla 8.2 se puede deducir que, en ambos casos los tiempos mas largos
proporcionan una mayor pendiente del grafico de calibracion (sensibilidad). Ademas el
intervalo lineal también mejora con el aumento de los tiempos a circuito abierto.
En base a estos resultados, se observa que para el tiempo de espera a circuito

abierto t= 60 minutos es el de las mejores caracteristicas analiticas.

8.4.8. Medidas de impedancia electroguimica

Con el fin de corroborar el mecanismo para la transferencia electroquimica
de MTF desde otro enfoque se realizaron espectros de impedancia en

diferentes condiciones experimentales:

- Intervalo de frecuencia: 0,1 Hz-2000 Hz;
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- Valor inicial de potencial: E4 = 0,400 V (al cual no hay transferencia
faradaica);
- Concentraciones de MTF en fase acuosa: ¢;= 0,4 mMy c, = 0,8 mM;

- Tiempos de espera a circuito abierto: t;= 0 min t,=40 min.

En la Figura 8.15 a se muestran los graficos de Nyquist registrados luego de
diferentes tiempos de espera a circuito abierto para una concentracion de MTF de 0,4
mM mientras que en las Figuras 8.15 b y c se detallan los circuitos utilizados para el
ajuste de los puntos experimentales. Cuando se esperd un tiempo t = t; el circuito con
el que se logré el mejor ajuste fue el de tipo Randles (Figura 8.15 b), en donde R1
representa la resistencia de la solucién a la difusion del farmaco mientras que CPE1
es un elemento de fase constante, el cual tiene en cuenta la capacitancia de la doble
capa (Cq) Yy R2 representa la resistencia a la transferencia de carga de la interfaz. Es
decir, en estas condiciones la interfaz responde a un modelo sencillo en el cual la
presencia de una monocapa no influye en la sefial. Por otro lado, cuando se utilizan
tiempos de espera mas largos (t = t,) los espectros de impedancia no se pudieron
ajustar con un circuito sencillo de tipo Randles; en lugar de ello, los resultados
ajustaron mejor con el circuito equivalente mostrado en la Figura 8.15 c, el cual da
cuenta de la existencia de dos regiones en la interfaz, donde estan presentes dos
diferentes dominios, con distintos valores de capacidad (CPE1 y CPE2). Este
resultado, demuestra la presencia de moléculas en la interfaz formando una pelicula
no homogénea, lo cual es consistente con la respuesta de corriente observada para el
proceso electroquimico de MTF a bajas concentraciones y tiempos de espera a

circuito abierto largos (Figura 8.13).
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a) b)
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Figura 8.15. a) Graficos de Nyquist, Z” vs Z’, obtenidos a E = 0,400 V . Los ajustes resultantes se muestran en linea
solida. Fase acuosa: MTF 0,4 mM + KCI 10,00 mM, pH = 2,66. Fase organica: TPhAsDCC 10.00 mM. b) y c) Circuitos

empleados para los ajustes de EIE a t; y t,.

En la Figura 8.16 a, se muestran los graficos de Nyquist registrados
adiferentes tiempos transcurridos a circuito abierto para una concentracion de MTF
igual a 0,8 mM, mientras que la Figura 8.16 b se detalla el circuito equivalente utilizado
en el ajuste de los datos experimentales. En este caso, el efecto del tiempo es menor
al observado en la Figura 8.15 y ambas curvas se ajustan con el mismo tipo de circuito
equivalente similar a lo que ocurre a tiempos largos y concentraciones bajas. Esto
indica que para altas concentraciones, la adsorcion del farmaco en la interfaz es mas

rapida, mostrando una menor dependencia con el tiempo.
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Figura 8.16. a) Graficos de Nyquist, Z” vs Z', obtenidos a E = 0,400 V . Los ajustes resultantes se muestran en linea
sélida. Fase acuosa: MTF 0,8 mM + KCI 10,00 mM, pH = 2,66. Fase organica: TPhAsDCC 10.00 mM. b) Circuito
empleado para los ajustes de EIE.

La Figura 8.17 muestra la variacion de la capacitancia, C, con el potencial
obtenido por voltametria a.c en la interfaz liquido/ liquido, para las soluciones de base,
en ausencia y en presencia de MTF en la fase acuosa en concentracion igual a 0,8
mM y esperando 40 minutos a circuito abierto previo registro del espectro. La curva de
capacidad obtenida en ausencia de MTF muestra el comportamiento tipico de una
interfaz liquido/ liquido limpia. Por otro lado cuando se agrega MTF a la fase acuosa,
se observa un aumento general en los valores de capacidad, lo cual se explica
considerando la acumulacion de cargas en la interfaz producida por la adsorcion de
MTF. Ademas se puede notar un maximo de capaciad a E = 0,650 V, debido a la
pseudo capacitancia de la transferencia de carga. En estas condiciones se evidencia
un cambio importante en la forma de las curvas C vs E respecto del blanco, notandose
un acercamiento de las ramas positiva y negativa. Como se mencion6 anteriormente, a
tiempos largos el farmaco se adsorbe en la interfaz orientando sus cabezas polares
hacia la fase acuosa y sus cadenas hidrocarbonadas hacia la organica. La presencia
de estas ultimas conduce a un cambio del coeficiente de particion del electrolito

soporte de la fase organica, lo cual se traduce en una curva de capacidad mas

201



Capitulo 8: Comportamiento electroquimico de miltefosina

angosta, efecto reportado para otros fosfolipidos®. De esta manera, estos resultados
concuerdan con los obtenidos por voltametria ciclica donde el mecanismo propuesto
para la transferencia del farmaco en la interfaz agua/ 1,2-DCE conduce a la formacion
de un "par i6nico" en la interfaz constituido por MTF y el anién del electrolito soporte

de la fase organica.

Figura 8.17. Curvas de capacidad en funcion de

10 potencial. Fase acuosa: (=) KCl 10 mM, (=) 10mM
. KCl+ MTF 0,8 mM.
84 Fase organica: TPhAsDCC 10mM.

C.AYmF.cm?

1\

01 02 03 04 05 06 07 08 09
E/V

8.5. Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados de esta seccion, se puede proponer a la
voltametria ciclica en interfaces liquidas como una metodologia util para la
cuantificacion de MTF. Se obtuvo una respuesta lineal de la corriente con la
concentracion de farmaco en un intervalo aceptable, empleando una metodologia que
involucra un ciclo de limpieza de la interfaz y posterior espera de determinados
tiempos, a circuito abierto, de forma tal que se establezca un equilibrio de adsorcién de
las moléculas de MTF en la interfaz. El comportamiento electroquimico del farmaco no
depende solamente del tiempo de espera a circuito abierto sino también de

condiciones experimentales como el pH, electrolito soporte de la fase acuosa y

organica, velocidad de barrido, potencial de corte y concentracién de MTF.
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A partir de los experimentos realizados variando todas estas condiciones
experimentales se puede proponer el siguiente esquema para el mecanismo de la
transferencia de carga en presencia de MTF en la interfaz agua/ 1,2-DCE ( esugme

8.1):

100 + . - -

2N AL

50 -

e Anién DCC:
S0-4F 0 N L eeeees

O wF

~100 A———————————— ——— ————————r
0,2 03 0.4 05 0,6 07 08 0,9

Esquema 8.1. Voltametria tipica para la transferencia de MTF en la interfaz agua/ 1,2-DCE. Las
imagenes representan el mecanismo pospuesto en diferentes regiones de potencial: a) Las moléculas
de MTF y DCC" estan presentes en sus respectivas fases, no se ha aplicado ain el barrido del
potencial. En este punto MTF comienza a difundir hacia la interfaz para adsorberse en la misma a
circuito abierto. b) Los aniones DCC’ son transferidos electroquimicamente, durante el barrido positivo
de potencial, desde la fase organica hacia el lado acuoso de la interfaz, en donde se asocian a los
grupos polares de las moléculas de MTF previamente adsorbidas. ¢) Desorcioén de las moléculas de
MTF desde la interfaz hacia la fase acuosa y de DCC’ hacia la fase orgéanica, durante el barrido
negativo de potencial.

En este esquema se muestra un voltagrama tipico obtenido para una
concentracién de MTF en la fase acuosa igual a 0,4 mM, Cada unos de los esquemas
representa una etapa el mecanismo para la adsorcién/desorcion de MTF en la interfaz
en las diferentes regiones de potencial. Inicialmente, las moléculas del farmaco
comienzan a difundir a la interfaz producto de su naturaleza anfifilica, como se
menciond anteriormente. En este punto no se aplica una polarizacién a la interfaz. La
cantidad de moléculas adsorbidas de farmaco dependera del tiempo de espera a

circuito abierto y respondera a los equilibrios de adsorcion (MTFy, <  MTF(as)
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(esquema 8.1a). Ademas de el tiempo cabe resaltar que la compactaciéon de la
monocapa adsorbida dependera del cation soporte de la fase acuosa, en este caso
K+, y en consecuencia de la respuesta electroquimica posterior. Posteriormente se
polariza positivamente la interfaz desde 0,16 V hasta 0,80 V y, cuando se alcanza un
potencial de alrededor de 0,4 V, los aniones DCC son transferidos
electroquimicamente desde la fase organica hacia el lado acuoso de la interfaz, en
donde se asocian a los grupos polares de las moléculas de MTF previamente
adsorbidas (esquema 8.1 b). En el barrido de potencial negativo se induce la
disociacion del "par i6nico" interfacial MTF-DCC y las moléculas de MTF se
transfieren desde la interfaz hacia el seno de la fase acuosa mientras que DCC™ se
transfiere desde la interfaz hacia el seno de la fase organica, observandose un pico de
corriente negativo a un potencial igual a 0,37 V. La forma aguda de este pico es

caracteristica de un proceso de desorcion (esquema 8.1 c).

En funcion de lo mencionado y con el modelo propuesto se puede concluir que
el farmaco MTF ha mostrado electroactividad en las interfaces liquido/liquido y puede
ser empleado con fines analiticos determinando las corrientes de pico del barrido
positivo 0 negativo. Los resultados de voltametria ciclica confirman un mecanismo de

transferencia, que involucra la adsorcién de MTF cargada positivamente en la interfaz

acompafiada de la transferencia facilitada de aniones desde la fase organica.
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9. Comportamiento electroquimico del polimero
pluronic F 127

9.1 Introduccion

En el presente capitulo se presentan los resultados sobre
el comportamiento electroquimico del polimero anfifilico Pluronic
F-127. (poli (oxietileno)-poli(oxipropileno)-poli(oxietileno), PEO-PPO-PEO). Debido
a que esta molécula tiene una porcién hidrofébica (PPO) y una hidrofilica
(PEO) es capaz de auto organizarse en estructuras denominadas micelas
poliméricas en las cuales el 30 % corresponden a PPO y el 70% a la porcién
PEO!. El interés en estudiar este compuesto se basa fundamentalmente en
su amplio rango de aplicaciones biomédicas. EI PPO, por su naturaleza
hidrofobica, es ideal para la incorporacion de farmacos no solubles en

medios acuosos, mientras que el segmento PEO previene la adsorcién vy

agregacion de  proteinas  plasméaticas, mejorando sus propiedades
farmacocinéticas?. La viabilidad comercial de cualquier sistema de
liberacién de drogas depende del costo y facilidad del uso del material empleado.
En este sentido, las formulaciones con Pluronic F-127 no requieren
tecnologias de alto costo ni complejas, ya que los reactivos y las técnicas
estan disponibles a un costo asequible y pertenecen a la rutina del
laboratorio®>. En la Figura 9.1 se muestra la estructura quimica de
este compuesto, y en la tabla 9.1 se resumen sus propiedades

fisicoquimicas.
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CH3
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CH2 0. CH o.
o= \CHZ/ \CHZ/CH\O/ Z\CHZ/ \H
b9 67 /99
PEO PPO PEO

Figura 9.1 Estructura quimica del polimero Pluronic® F-127 (PEO-
PPO-PEQ).

En base a lo mencionado, una parte fundamental de las aplicaciones
biomédicas de Pluronic F-127 involucra el estudio de las interacciones del polimero
con los farmacos que pueda transportar. Es fundamental estudiar los parametros
fisicoquimicos que gobiernan y controlan la interaccién entre el portador y el farmaco
de forma tal de poder optimizar el sistema. Existen antecedentes del estudio de
interacciones de Pluronic F-127 con distintos farmacos donde se caracterizan sus

propiedades fisicoquimicas *°.

Pluronic Estructura Molecular Peso molecular %PEO Relacién Tensioén superficial
promedio PPO/PEO (dym/cm)
F127 EQO106PO70EO106 12600 70 0.33 41

Tabla 9.1 Algunas propiedades fisicoquimicas del polimero Pluronic F-127 (PEO-PPO- PEO).

En el capitulo 8 se mencionaron las caracteristicas y principales
aplicaciones del farmaco miltefosina (MTF) como asi también sus principales
inconvenientes si es administrada de forma oral. En funciéon de esto, Pluronic F-
127 se presenta como una excelente alternativa para emplearse como
nanotransportador del farmaco®. Se ha propuesto que MTF se une a Pluronic F-
127 formado una heteromicela donde sus cadenas hidrofébicas se ubican en el
corazén hidrofébico del segmento PPO de Pluronic F-127, mientras que sus
grupos polares interaccionan con el segmento PEO. En la Figura 9.2 se muestra
un esquema con el modelo propuesto para la formacion de la heteromicela. Un

factor importante a tener en cuenta es la relacion entre MTF/ Pluronic F-127, ya
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gue si ésta es demasiado grande quedaria un exceso de farmaco en el medio que
conduciria a la agregacién del mismo. Las micelas de MTF pura tienen efecto
hemolitico y se desagregan facilmente durante la administracion oral o intravenosa
. En base a lo mencionado resulta fundamental realizar una correcta formulacion
de forma tal de encontrar una relacién entre MTF y Pluronic F-127 que no

conduzca a farmaco libre.

Existen antecedentes del estudio del comportamiento electroquimico de
diferentes polimeros en interfaces liquido/liquido con diferentes objetivos: analizar
la formacion de complejos, obtener datos termodinamicos y cinéticos de
transferencia®®, y estudiar las interacciones de polimeros con surfactantes 2°,
proteinas!! y diversas moléculas %4, Las técnicas electroquimicas aplicadas a
interfaces liquido/ liquido también permiten estudiar surfactantes idnicos como
MTF y determinar propiedades de estos >, De esta manera, estas técnicas se
presentan como promisorias para estudiar el comportamiento interfacial del

polimero Pluronic F-127 y sus interacciones con la MTF.

Pluronic® F-127 |:>

Auto ensamblado

Ovwn

Miltefosina
(MTF)

Micela
Polimerica

Figura 9.2 Formacion de Micelas de Pluronic® F-127 y el farmaco MTF. Imagen extraida de
cita bibliogréafica *.

Considerando lo mencionado y teniendo en cuenta la naturaleza anfifilica
de Pluronic F-127, en el presente capitulo se abordo el estudio electroquimico de

este polimero en la interfaz agua/1,2-DCE. Se evalud su respuesta electroquimica
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mediante voltametria ciclica y se determinaron importantes parametros variando
las condiciones experimentales como el pH y el electrolito soporte de la fase
acuosa. Por otra parte se estudiaron sus interacciones con MTF, a partir del
andlisis de diferencias encontradas en la sefial electroquimica cuando estan
presentes en el medio el farmaco y el polimero respecto del comportamiento
individual de cada compuesto. De esta manera en este capitulo se estudia un
copolimero anfifilico en interfaces liquidas, respondiendo a uno de los objetivos

planteados en la presente tesis.

9.2 Objetivos

9.2.1 General

El objetivo general del presente capitulo pretende contribuir al
conocimiento del comportamiento interfacial de Pluronic F-127, y de su interaccion

con MTF en interfaces liquidas simples bajo accidén de polarizacion eléctrica.

9.2.2 Especificos

¢ Determinar las condiciones experimentales para el estudio de Pluronic F-127
en ITIES;

e Estudiar la transferencia de Pluronic F-127 desde un enfoque basico en
interfaces liquidas para dilucidar mecanismos de transferencia de este
compuesto;

e Determinar parametros de Pluronic F-127 como coeficiente de difusion en fase
acuosa (D) y concentracion micelar critica (CMC);

e Realizar experimentos de voltametria ciclica en presencia de polimero, MTF o
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ambos para determinar la relacion MTF/ Pluronic F-127 en la cual no exista

exceso de farmaco.

9.3 Parte experimental

Las soluciones electroliticas se prepararon en una concentracion 10 mM,
a partir de las siguientes sales: KCI en agua ultra pura para la fase acuosa mientras
que para la fase organica se empled dicarbolil cobaltato de tetra fenil arsonio
(TPhAsSDCC) en 1,2-dicloroetano (DCE). La sal TPhAsDCC fue preparada por

metatesis de TPhAsCIly dicarbolil cobaltato de sodio (NaDCC).

El surfactante polimerico Pluronic F-127 (Sigma Aldrich) se disolvié en fase

acuosa a diferentes cocnetraciones.

De esta manera el esquema de la celda de trabajo es el siguiente:

TPhASCl(ac) TPhASDCC(ac) KCl(ac)

Ag(s) AgC].(s) 1x102 M 1x102 M 1x102 M AgC].(s) Ag(s)
(w) (o) (w)
Solucion € Solucidén B Solucidn A
\ J\ J \ )
Y Y Y
w
Interfaz No Interfaz Polarizable
Polarizable (Interfaz en estudio)
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9.4 Resultados

9.4.1 Comportamiento voltamétrico dePluronic F-127

Se estudido el comportamiento electroquimico de Pluronic F-127 en

la interfaz agua/1,2-DCE. En la Figura 9.3 se muestran voltagramas obtenidos

a distintas velocidades de barrido para una concentracion de Pluronic F-127 igual

1,14 g/L en fase acuosa. Estos voltagramas muestran una sefal de corriente tanto

en el barrido positivo (E," = 0,47 V) como en el negativo (E, = 0,41 V). En el

inserto de esta Figura se observa una relacién lineal entre la corriente de pico y

v¥2, Ademas, la diferencia entre Ep* y Ep” es de 60 mV, el cociente entre Ip*/lp” es

1 y el potencial de ambos procesos no varia con la velocidad de barrido. En base a

estos resultados se puede proponer que la transferencia de carga que tiene lugar

corresponde a un mecanismo controlado por difusion.

4 6 8 10 12 14 16

v/ mVs

12 _-112

600_ 200
< 150
=5
400 E_100
2004
S o
~~
-2001
-400-
0,1

0,2

0,3

04 05 06 07 08
E/V

Figura 9.3 Voltametria ciclica, a diferentes velocidades de barrido, para Pluronic® F-127.
Composicion de la fase acuosa: Pluronic® F-127 0,09 mM + KCl 10 mM. Composicion de la

fase organica: TPhAsDCC 10 mM.
v =10, 25, 50, 75, 100, 150 mV.s*

Inserto: variacién de la corriente de pico con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido.
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9.4.2 Efecto del pH y del electrolito soporte de la fase acuosa

Se estudid el efecto del pH sobre la sefal electroquimica producida
por Pluronic F-127 en la interfaz agua/l,2-DCE, teniendo en cuenta que este
factor es muy importante en la formacion de agregados de estas estructuras
poliméricas . En la Figura 9.4 se muestran distintos voltagramas obtenidos
empleando una concentracién de Pluronic® F 127 igual a 0,09 mM a diferentes
valores de pH. Como puede observarse, el pH afecta la sefial electroquimica.
Claramente frente a un aumento de pH ocurre un aumento la corriente de pico
positiva y negativa. Esto sugiere un aumento de carga en la especie que esta
siendo transferida. Los cambios en el pH no afectan la carga del polimero pero si
sus interacciones con los iones presentes en el medio 8. Es decir, este
polimero cambia sus propiedades fisicoquimicas cuando se expone a
estimulos tales como cambios en el pH *° o concentracién y tipo de electrolitos
2021 por otra parte, si se observa la estructura quimica del Pluronic F-127
(Figura 9.1), se puede notar que la molécula contiene enlaces éter entre las
porciones PPO y PEO, estos grupos son capaces de interaccionar con los
cationes presentes en la fase acuosa tal como ha sido reportado para
diversos polimeros 2224, Una posible explicacion para los resultados de la Figura
9.4, surge de pensar que la respuesta electroquimica observada corresponde
a la transferencia de los cationes presentes en la fase acuosa, facilitada por las
interacciones con los grupos éter del polimero. De esta manera, nuestra
hipétesis para el proceso de trasferencia de carga en la interfaz liquido /liquido

en presencia de pluronic involucra las siguientes etapas:
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Pluronicw) = Pluronicgags) = Pluronicq) Etapa 1
M%) =  [Pluronic — M]** ags.0) Etapa 2 (EQ)
[Pluronic — M]* @@=  Pluronicw,ads,c) + M**w) Etapa 3 (EQ)

en donde M*" es el catién presente en el electrolito soporte de la fase
acuosa. Es decir, debido a su naturaleza anfifilica, pluronic puede particionarse a
circuito abierto entre la fase acuosa, la interfaz y la fase organica (Etapa 1).
Durante el barrido directo de potencial, tanto el polimero adsorbido como el que
esta presente en fase organica, puede facilitar la transferencia de M#** desde la
fase acuosa a la interfaz o a la fase organica dando lugar a la corriente positiva
observada (Etapa 2). Durante el barrido negativo de potencial, el complejo
[Pluronic —MJ** se disocia, regresando el M#* a la fase acuosa, lo cual da lugar a la
corriente negativa observada (Etapa 3). Para interpretar los cambios voltamétricos
encontrados al variar el pH, se debe tener en cuenta que, al disolver Pluronic F-
127 en agua pura, sus enlaces éter formaran enlaces puente hidrégeno con el
agua. Si posteriormente se agrega un electrolito, los grupos éter podran
interaccionar con los cationes o bien formar enlaces puente hidrégeno con el agua,
lo cual dependera de cudl de las dos opciones sea energéticamente mas favorable
2528 De esta manera, puede ocurrir que frente a una disminucién del pH se
favorezca a la formacion de enlaces puente hidrégeno con el agua, y no a la
interaccion con cationes, lo cual se traduciria en un cambio en los voltagramas
explicando la tendencia mostrada en la Figura 9.4, donde una disminucién en el

pH produce corrientes de pico menores.
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400
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Figura 9.4 Perfiles de corriente
para Pluronic F-127 a distintos
valores de pH. Composicién de la
fase a acuosa: Pluronic F-127 0,09
mM + KCI 10 mM.
Composicién de la fase
organica: TPhAsDCC 10 mM.

v =0,050 V.s?

A fin de corroborar la hipétesis propuesta anteriormente se realizaron

experimentos de voltametria ciclica cambiando el electrolito soporte de la fase

acuosa. De esta manera, si la hipétesis de transferencia facilitada de cationes fuese

correcta se esperaria ver cambios en los voltagramas. Se utilizé KCI, CaCl, y LiCl

como electrolitos y los resultados se muestran en la Figura 9.5. Como puede

observarse existe un efecto del electrolito sobre la forma de los voltagramas. Se

observan cambios en los potenciales de pico como asi también en las corrientes de

pico.

-50-

-100+

CacCl,

01 02 03 04 05 06 0.7 08
E/V

Figura 9.5 Perfiles de corriente para
Pluronic® F-127 a pH: 6,8 en
presencia de diferentes electrolitos
soportes en la fase acuosa.
Composicion de la fase acuosa:
Pluronic® F-127 0,09 mM + (==) KCI,
(=) CaCl, y (=) LiCl 10 mM .
Composicion de la fase orgénica:
TPhAsDCC 10 mM.

v =0,050 V.s?

El potencial de transferencia para el K* es el menor, seguido por el de

Ca?" mientras que para Li* la transferencia ocurre a mayores potenciales con
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valores de corriente pequefios. Es decir, K* es el catibn que interacciona mas
fuertemente con el polimero. Se han reportado comportamientos similares para
estos cationes, donde el mayor efecto sobre los polimeros se observa para K+ .
Esta tendencia sigue la serie de Hofmeister. Dicha serie permite diferenciar a los
iones de acuerdo a su habilidad de insolubilizar proteinas o polimeros *. El efecto
Hofmeister se explica tradicionalmente en términos de cémo los diferentes iones
influyen en la estructura del agua y, por lo tanto, en la hidrataciéon de los solutos
hidrofébicos. En el caso de los polimeros, distintos autores 32, han propuesto
un mecanismo en el cual el efecto de Hofmeister se explica por la capacidad de
los iones para ubicarse en la zona de hidratacion de los polimeros. En el caso
del Pluronic F-127, los cationes producirian la deshidratacion de la porcién
PEO afectando la solubilidad de este compuesto en agua. La magnitud de este
efecto generalmente aumentard& con las siguientes propiedades del
polimero: polarizabilidad, tamafio molecular / volumen y polaridad 33%. En
este caso, el orden de interacciéon es: K* > Ca* > Li*. Esta selectividad
diferencial ha sido publicada en diversos trabajos *“2. Las interacciones de
los cationes con el polimero Pluronic F-127, alteran su hidrofobicidad
favoreciendo la adsorcién del mismo en la interfaz**%. Dependiendo del cation

al que esté unido el polimero variara la carga de complejo cation/polimero.

9.4.3 Particion de Pluronic F-127 en fase organica

Teniendo en cuenta los resultados de la seccidon anterior existe
la posibilidad de que el polimero pueda particionarse en la fase orgénica, a
circuito abierto, debido a su hidrofobicidad o bien que se mantenga adsorbido en la
interfaz como ha sido reportado “*8. A fin de dilucidar si esta alternativa es

posible serealiz6 el siguiente experimento (Figura 9.6): 1) se realizd un
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voltagrama inmediatamente después de poner en contacto una solucion acuosa
de Pluronic F127 y KCI con la fase organica, dentro de la celda electroquimica;
paralelamente, en otro recipiente, se colocaron las mismas soluciones y se las
sometio a agitacion durante un determinado tiempo, 2) se separaron la fases
acuosa y la organica agitadas y se realiza un experimento de voltametria ciclica
cargando la celda con la fase acuosa agitada previamente y una fase organica
fresca sin contacto previo con la fase acuosa, 3) la fase organica resultante de la
agitacién, se puso en contacto con una fase acuosa fresca y se realizé un
experimento de voltametria ciclica con este sistema. De esta manera, al agitar
ambas fases, podria ocurrir 0 no la particién del polimero a la fase organica a
circuito abierto, esto dependera fundamentalmente de la hidrofobicidad del
polimero. Dependiendo de los resultados obtenidos en los pasos 2 y 3 se podra
dilucidar si el polimero se transfiere totalmente a la fase organica, se particiona

0 se mantiene en la fase acuosa.

2)
Fase acuosa agitada
Fase acuosa: 1 )
KCI10 mM + G / Fase organica fresca

Pluronic F 127

Fase organica: 3) Fase acuosa fresca
TPhAsDCC 10 mM
Fase organica agitada

Figura 9.6. Metodologia propuesta para estudiar la posible particion del polimero en la fase organica

En la Figura 9.7 se muestran los voltagramas resultantes luego de aplicar la
metodologia propuesta en la Figura 9.6. Como se puede observar el voltagrama
obtenido en la etapa 3 tiene una forma similar al voltagrama de la etapa 1, lo cual
indicaria que hay particion total del polimero hacia la fase organica. De esta manera, la
sefial electroquimica observada para Pluronic F-127 en las Figuras 9.3, 9.4, 9.5,y 9.7

se deberia a la transferencia facilitada de los cationes del electrolito soporte de la fase
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acuosa, los cuales debido a las interacciones mencionadas anteriormente competiran
con los enlaces puente hidrégeno que puede formar el agua con los grupos éter del
polimero, corroborando la hipétesis planteada en la seccion 9.4.2. La transferencia
facilitada de un cation metalico desde la fase acuosa a la organica ocurre por medio de
la formacion de un complejo con un ligando presente en la fase organica “°. Esta
formacion del complejo entre el ion metélico con el ion6foro conduce a una
disminucion de la energia de Gibbs de transferencia del ion metalico a través de la
interfaz, causando un cambio en el potencial de transferencia hacia valores mas

negativos 5952,

Inicial
200 Fase organica proveniente
de la agitacién
100
<
=2
s 04
-100
-200 T T T T T T T T T T T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
E/V

Figura 9.7. Voltagramas obtenidos a partir de la metodologia propuesta en la Figura 9.6.
Composicion de la fase acuosa: (=) Pluronic® F-127 0,09 mM + KCI 10 mM, (==) KCI 10 mM, pH =
6,8.
Composicion de la fase organica: (=)TPhAsDCC 10 mM, (==)TPhAsDCC 10 mM proveniente de la
agitacion
v =0,050 V.s1

La estequiometria del complejo formado dependera de la capacidad del
ligando de unirse a mas de un cation %2. Existen diferentes mecanismos propuestos
para la transferencia facilitada en ITIES, tal como se describié en la seccién 2.4.2.

Cualquiera de estos mecanismos dependera fundamentalmente de la naturaleza del

ligando y del catién metalico, asi como también de la relacién molar entre los mismos.

217



Capitulo 9: Comportamiento electroquimico del polimero Pluronic
F 127

En el caso particular estudiado en este capitulo el cation metélico puede ser K*, Ca*? o
Li*, mientras que la concentracibn molar del catiébn siempre fue mayor a la
del polimero. En estas condiciones, de acuerdo a la bibliografia, el mecanismo
de transferencia facilitado mas factible es el denominado “TIC” en la Figura
2.4 (transferencia por formacion de complejo en la interfaz). Es decir que el
polimero formaria un complejo en la interfaz con los iones metalicos de la fase
acuosa y se mantendria adsorbido. Esta alternativa también se basa en la
disposicion que tendria el polimero cuando esta adsorbido en la interfaz agua/l,2-
DCE, orientando su porcién PEO hacia la fase acuosa, la cual interacciona con los
iones de dicha fase °2°3. Esto Ultimo permite proponer que el complejo se mantiene
adsorbido y, cambios en el pH de la fase acuosa conducirdn a cambios en los perfiles
voltamétricos, ya que la porcion PEO del polimero es la que puede o no formar
enlaces puente hidrégeno con el agua. Entonces el pH de la fase acuosa determinara
la naturaleza de la transferencia de los iones en la interfaz, tal como se ha
reportado para distintos iones y ligandos °3. Adicionalmente y como se menciond
anteriormente, la presencia de iones en la fase acuosa aumenta la hidrofobicidad
del polimero favoreciendo la hipétesis de que el polimero se particiona en la fase
organica. Este efecto se denomina "salting out" y ha sido reportado para diversos

polimeros 54,

9.4.4 Efecto de la concentracién de polimero en la respuesta

electroquimica

En la Figura 9.8 se observa la respuesta voltamétrica de Pluronic F-127 a 50
mV.s? para distintas concentraciones. Como se observa, a medida que aumenta
la concentracién de polimero la corriente del pico positivo también aumenta mientras

gue el potencial de pico (Ep*) se mantiene constante.
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Figura 9.8. Perfiles
voltamétricos para diferentes
concentraciones de polimero.
Composicion de la fase acuosa:
Pluronic® F-127 + KCI 10 mM,
pH = 6,8.

Composicion de la fase
organica: TPhAsDCC 10 mM,

v =0,050 V.s*!

01 02 03 04 05 06 07 08
E/V

Sin embargo cuando la concentracion de polimero alcanza un valor igual a
0,12 mM la corriente se mantiene constante y los voltagramas se tornan mas
resistivos. La Figura 9.9 muestra la variacion de la corriente de pico en funcién de la
concentracion de polimero. Como puede observarse, existe una region donde la
corriente varia linealmente con la concentracion y otra donde la corriente se mantiene
constante (concentracion de polimero alta). En base a estos resultados se propusieron
dos alternativas que permitirian explicar este comportamiento. Por un lado, podria
ocurrir una saturacion de la interfaz debido al aumento de la concentracion de
polimero, condicién en la cual no existird un aumento de corriente ya que la interfaz no
admite mas moléculas de pluronic F-127 capaces de acomplejar al catién potasio. Otra
posible hipétesis seria que se ha alcanzado la concentracion micelar critica del
polimero, con lo cual la cantidad de mondémero libre se mantiene constante y la
corriente no aumenta. Teniendo en cuenta esta Ultima alternativa, se realizaron ajustes
de las dos regiones del grafico de la Figura 9.9, tomandose como concentraciéon
micelar critica al valor del eje x correspondiente a la intercepcién de los dos ajustes
lineales. De esta manera, el valor de CMC para Pluronic F-127 es igual a 0,13 mM.
Este valor es similar al reportado para este polimero °¢%° lo cual indicaria que la

segundo hipétesis es la correcta, aunque se deberian realizar experimentos
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adicionales para corroborar este valor en nuestras condiciones de trabajo.

1 20
1501

~

1

2 1004
50 T T T T
6,0x10° 9,0x10° 1,2x10* 1,5x10" 1,8x10"

Pluronic F 127 / mol.L*

Figura 9.9. Corriente de pico en funcién de la concentracion de
polimero. Condiciones experimentales iguales a las de la Figura
9.8.

9.4.5 Interaccion de Pluronic F-127 con MTF

Como se mencion6 al comienzo de esta seccibn una de las
mayores aplicaciones del polimero Pluronic F-127 es la vehiculizacién de
farmacos hidrofébicos debido a que el polimero es capaz de encapsularlos
dentro de las micelas que el mismo forma 8. En base a esta propiedad, en esta
seccion se abord6 el estudio de la interaccion de Pluronic F-127 con el
farmaco MTF mediante voltametria ciclica en interfaces liquido/ liquido. En la
Figura 9.10, se superpusieron los voltagramas correspondientes a MTF en una
concentracién 0,8 mM en ausencia de polimero y los correspondientes a Pluronic
F-127 en una concentracion de 0,09 mM en KCI, CaCl, y LiCl. Como puede
observarse, el potencial de transferencia facilitada de K* es el mas alejado con
respecto al potencial de transferencia de MTF en ausencia de polimero, permitiendo
dilucidar mejor cualquier cambio que ocurra en caso de una interaccién entre

farmaco y polimero.
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Figura 9.10 Perfiles de

500 corriente/  potencial para
——CaCl, Pluronic® F-127 con distintos

400+ Licl electrolitos soporte y para el
—Kcl farmaco MTF. Composicion de

300+ MTF la fase acuosa: Pluronic® F-
200 ] 127 0,09 mM + (=) KCI, (—)

LiCl, (=) CaCl, 10 mM; ()
MTF 0,8 mM + KCI 10 mM.
Composicion de la fase
organica: TPhAsDCC 10 mM.
v =0.050 V.s*!

100

Ip /uA

-100

-200

Debido a la toxicidad de la MTF cuando es administrada en forma libre es de
vital importancia que este farmaco se encuentre correctamente encapsulado de forma
tal de prevenir los efectos nocivos antes mencionados. En funcion de ésto,
es importante determinar las interacciones del farmaco con el polimero, asi como
también de los iones del medio. Se realizaron experimentos a una concentracion
menor a la de la CMC de Pluronic F-127 y a una concentracién de MTF igual a 1 mM.
En la Figura 9.11a se muestran los perfiles voltamétricos para Pluronic F-127 en
ausencia y presencia del farmaco asi como también para MTF en ausencia del

polimero.
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600 600
—PF127 0.1 mM + MTF 1.0 mM
400- P F127 0.1 mM 400.
——MTF 1.0 mM
/)
200+
]
= 0.
2004

01 02 03 04 05 06 07 08 0510203 02 05 06 07 08
E/V E/V

Figura 9.11 a) Perfiles de corriente para Pluronic® F-127 y el Farmaco MTF. Composicion de la
fase acuosa: (-) MTF 1 mM + 10 mM KClI, (-) F-127 0.1 mM + 10 mM KCI vy (-) Pluronic® F-127 0.1
mM + MTF 1 mM + 10 mM KCI. Composicion de la fase organica: TPhAsDCC 10 mM.

b) (-) Barrido positivo del voltagrama experimental para las condiciones de mezcla Pluronic F-127 +
MTF igual a la mostrada en la Figura a) (-); (-) barrido positivo obtenidos a partir de la suma
aritmética de las corrientes obtenidas para la soluciones de MTF y Pluronic F-127 mostradas en a) (

+(-)
Velocidad de barrido 50 mV.s*

Como se observa, en la Figura 9.11 a cuando estan presentes en solucién
acuosa tanto el farmaco como el polimero se evidencia la aparicion de un pico de
corriente a un potencial intermedio al de la transferencia facilitada del potasioy a la
adsorcion del farmaco. Como puede notarse en la Figura 9.11 b, la corriente obtenida
en este caso difiere de la simple suma aritmética de las corrientes obtenidas para el
polimero y MTF por separado. Estos resultados podrian indicar que existe una
interaccion atractiva entre el polimero y el farmaco, ya que el potencial al cual se
transfiere el farmaco en presencia de polimero es menor que el del farmaco solo. De
esta manera, el polimero actuaria como ligando para la MTF facilitando su adsorcién
en la interfaz, lo que conduce a una disminucién en su potencial de transferencia.
Existen evidencias de interacciones entre los mondmeros de Pluronic F-127 y de MTF
que permiten explicar la formacién de heteromicelas entre el polimero y el farmaco 862,

A fin de corroborar que el pico que aparece a potenciales intermedios se

deba a la transferencia del farmaco asociado a Pluronic F-127, se llevaron a cabo
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experimentos a diferentes concentraciones de MTF manteniendo constante la

concentracion de polimero. Estos resultados se muestran en la Figura 9.12.

190
180- ° o
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4 160
‘2 150
140

150 A 130{ @

10 12 14 16 18

acuosa: (-) MTF 1 mM, (-) MTF 1,1 mM,

10 mM

MTF/ mmol.L"

I luA

10 mM.
Velocidad de barrido 0.050 mV.s?

positiva vs concentracion de MTF.

-150 1

Como se puede observar, a medida que aumenta la concentracién de
farmaco aumenta la corriente de pico en el potencial propuesto para la transferencia
de MTF en asociacién con Pluronic F-127. En el inserto de la Figura 9.12b se grafico la
corriente a este potencial en funcién de la concentracion de farmaco, como se observa
si la concentracion continlla aumentando se alcanza una meseta, donde la corriente se
mantiene constante. Esto se deberia a una saturacion de las moléculas del polimero
debido el farmaco esta ene exceso respecto del polimero.

Los resultados obtenidos hasta el presente son promisorios en cuanto al
estudio de la interaccion entre farmaco y polimero con esta metodologia. Como
proyeccion futura se prevé la realizacion de experimentos adicionales que permitan
obtener la constante de asociacion entre estas especies, asi como también su

estequiometria.

9.5. Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta seccibn muestran que
el comportamiento del polimero Pluronic F-127 en la interfaz agua/ 1,2 DCE

no presenta una sefal de transferencia directa, sino que él mismo actia como
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Figura 9.12 Perfiles de corriente para
Pluronic® F-127 vy el Farmaco MTF en
° distintas condiciones. Composicion de la fase

MTF 1,25 mM, (-) MTF 1,50 mM, (-) MTF
1,75 mM + Pluronic® F-127 0,1 mM + KCI

Composicion de la fase organica: TPhAsDCC

Inserto: Variacién de la corriente de pico
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ligando para la transferencia facilitada de los cationes desde la fase acuosa hacia la
organica. Teniendo en cuenta la importancia de este polimero debido a sus
aplicaciones biomédicas, los resultados de este capitulo pretenden contribuir con el
estudio de las interacciones de Pluronic F-127 con diferentes iones, algo de vital
importancia para optimizar el empleo de este polimero para vehiculizar drogas
hidrofébicas.

Por otra parte, se estudié la interacciébn de Pluronic F-127 con el
farmaco MTF, debido a la posible toxicidad del farmaco en su forma libre. Los
resultados de voltametria ciclica sugieren una difusion facilitada del farmaco a través
de la interfaz, donde el polimero actuaria como ligando disminuyendo el potencial
de transferencia facilitada del farmaco en comparacion al correspondiente a la
transferencia del farmaco de forma directa.

Teniendo en cuenta los resultados de esta seccion resultaria
interesante continuar con el estudio del comportamiento del polimero Pluronic F-127
en la interfaz agua/ 1,2 DCE de forma tal de poder dilucidar constantes de
formacion de este polimero con los cationes mostrados en este capitulo.
Resultaria interesante profundizar el estudio de la interacciéon de dicho polimero
con MTF de forma tal de obtener parametros como la constante de formacion del
complejo polimero-farmaco como asi también la estequiometria de dicho complejo.
Esto mejoraria el empleo del polimero como nanotransportador optimizando el

sistema Pluronic F-127-MTF.
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Capitulo 10: Conclusiones

10. Conclusiones

La presente tesis pretende contribuir al conocimiento del comportamiento
electroquimico de surfactantes de distinta naturaleza en la interfaz formada por dos
soluciones electroliticas inmiscibles, ITIES por sus siglas en inglés: lon transfer at the
interfacial two immiscible electrolyte solutions, mediante diferentes técnicas como
voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso diferencial (VPD), voltametria de
corriente alterna, ACV por sus siglas en inglés y espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIE). Estas técnicas permitieron determinar parametros importantes de
los surfactantes como su concentracion micelar critica (CMC), nimero de agregacion
como asi también correlacionar el mecanismo de transferencia con la estructura de los
mismos. Ademas se estudi6 la actividad superficial de tensioactivos aniénicos
perfluorados en la interfaz agua/ aire mediante el andlisis de las isotermas de
Langmuir y microscopia de angulo de Brewster (BAM). También se evalué su
interaccion con monocapas y Vesiculas de fosfolipidos mediante nefelometria y
dispersion dinamica de luz (DDL). Se estudiaron los siguientes surfactantes aniénicos
perfluorados &cido perfluorooctanoico (PFO), acido perfluorononanoico (PFN), acido
perfluorodecanoico (PFD) y &cido perfluorooctanosulfénico (PFOS), el surfactante
zwitteridnico Miltefosina (hexadecilfosfocolina) y el surfactante no-iénico polimérico

Pluronic F-127.

En lo que respecta a los resultados obtenidos para PFO, PFN y PFD se
propone la voltametria ciclica en las interfaces liquido / liquido como una metodologia
atil para la determinacion de la CMC de tensioactivos cargados, siempre que puedan
transferirse a través de la interfaz. Los valores de CMC se evaltan a partir del cambio
brusco de la corriente voltamétrica en funcioén de la concentracion de surfactante. Los
valores obtenidos concuerdan con los determinados por métodos convencionales,

validando la técnica propuesta en la presente tesis. Del mismo modo, el coeficiente de
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difusion de las micelas pudo determinarse a partir de los valores obtenidos por
voltametria ciclica, previa evaluacion del nimero de agregacién mediante métodos
espectrofluorimétricos. Los experimentos de espectroscopia de impedancia mostraron
gue a altas concentraciones de surfactante la actividad superficial del tensioactivo es
mayor formando dominios descubiertos y cubiertos, en la interfaz liquido / liquido.
Estos resultados contribuyen al conocimiento del comportamiento de tensioactivos y
micelas en una interfaz formada por dos solventes inmiscibles, lo cual es
particularmente importante considerando las principales aplicaciones de las micelas.
Estas estructuras pueden transportar diferentes sustancias a través de distintos
medios, ya que pueden generar un ambiente polar o apolar dependiendo del caso,
haciéndolas muy utiles como nano transportadoras para un diverso nuimero de
compuestos. La posibilidad de controlar la entrada y salida de estas especies del agua
al solvente organico, y viceversa, aplicando una diferencia de potencial, es una
estrategia interesante para predecir el comportamiento de las micelas en tales
interfaces, lo cual contribuye a evaluar su utilidad industrial, como la formacion de

espuma, humectacion, emulsion y solubilizacién de compuestos de interés.

Se estudi6 el efecto del PFD™ sobre monocapas de fosfolipidos formadas en la
interfaz agua/ aire proponiendo que el mismo depende fundamentalmente de
interacciones electrostaticas e hidrofébicas entre los fosfolipidos que componen la
monocapa Yy el surfactante aniénico. Los fosfolipidos empleados para este estudio
fueron: 1,2-diestearoil-sn-glicerol-3-fosfato (DSPA), 1,2-diestearoil-sn-3-
fosfoetanolamina (DSPE), y 1,2-dilauril-sn-glicerol-3-fosfato (DLPA). PFD mostr6 un
efecto sobre las monocapas de estos fosfolipidos, siendo éste mayor sobre DLPA,
lipido que forma la monocapa menos compacta. Las imagenes obtenidas a través de
microscopia de angulo de Brewster concuerdan con los resultados anteriores. PFD
afecta la nucleacion y compactacion de dominios de DLPA generando peliculas

miscibles con este fosfolipido, no asi con DSPA y DSPE. Por otra parte, PFD es capaz
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de penetrar monocapas preformadas de los fosfolipidos estudiados en valores de
presion superficial superiores a 25-30 mN.m?, valor promedio de presién de la
membrana celular. Con respecto al efecto sobre vesiculas se evidencié que el
surfactante se inserta en estos agregados aumentado su tamafio promedio.
Finalmente, estos resultados sugieren que PFD podria tener efectos negativos en
sistemas biolégicos dado que puede penetrar en modelos de membranas (LUVs o
monocapas) a valores de presion superficial similares a los propuestos para la presion
lateral en una bicapa celular, independientemente de la composicion lipidica. Este
hecho puede tener varios efectos, modificando la bicapa desde un punto estructural y
alterando su funcionalidad. Estos efectos cobran importancia si se considera que estas
moléculas son un tipo de contaminantes, cuya presencia en el ambiente han adquirido

relevancia en los Ultimos afios.

Teniendo en cuenta lo comentado anteriormente, se propuso una metodologia
para la deteccién y cuantificacion de los surfactantes perfluorados en muestras de
interés ambiental. De esta manera, se logré una deteccion ultrasensible de PFOS”
basada en una etapa de preconcentracibn a potencial constante durante cinco
minutos seguido de una etapa voltamétrica que permite la deteccion de niveles
picomolares del analito en solucién acuosa. Se demostrdé que los PFCs se pueden
detectar en la interfaz liquido-liquido mediante un arreglo de YITIES soportadas en una
membrana de vidrio. Esto ultimo abre la posibilidad de emplear este sistema para
desarrollar un sensor portatil que permita la deteccion y seguimiento de surfactantes
perfluorados de interés ambiental "in situ" utilizando un método relativamente rapido y

sencillo.

De esta manera la presente tesis contribuye con el estudio de surfactantes
perfluorados desde 3 enfoques. El primero respecto al comportamiento interfacial de

los compuestos tanto como mondémeros Como en sus estructuras auto agregadas,
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logrando determinar parametros importantes de los mismos. El segundo, respecto a la
posible toxicidad de estos tensioactivos evaluando su efecto sobre monocapas y
vesiculas de distintos fosfolipidos empleados como modelos de membranas
biolégicas. El tercero, que surge como consecuencia del segundo, se relaciona con la

deteccion de surfactantes perfluorados en el ambiente.

Otro surfactante estudiado fue el farmaco. miltefosina (MTF). Existen diversas
técnicas de cuantificacion de este. Sin embargo dichas tecinas tienen muchas
desventajas ya que se trata de métodos complejos y generalmente muy costosos.
Ademas, la MTF no posee grupos cromoforos, con lo cual su cuantificacion por
métodos espectroscopicos no es viable. Teniendo en cuenta esto, se puede proponer
a la voltametria ciclica en interfaces liquidas como una metodologia util para la
cuantificacién de MTF en ITIES. Se obtuvo una respuesta lineal de la corriente con la
concentracion de farmaco en un intervalo aceptable, esto se logra empleando una
metodologia que consiste en esperar determinados tiempos a circuito abierto, logrando
una concentracion adecuada del farmaco en la interfaz lo cual mejora la respuesta
analitica. De esta manera se puede emplear esta metodologia como alternativa a los

métodos convencionales para la cuantificacion de MTF.

El polimero Pluronic F-127 es un surfactante no-i6nico y capaz de formar
micelas, lo que le permite actuar como nanotransportador, una aplicacion muy
importante en la industria farmacéutica. En base a esto y a su capacidad de
interaccionar con el farmaco MTF se estudi6 su comportamiento en ITIES,
concluyendo que la sefial obtenida en experimentos de voltametria ciclica cuando
pluronic F-127 esta presente en la fase acuosa no se deben a la transferencia directa
del mismo, sino a que actla como ligando para la transferencia facilitada de cationes
desde la fase acuosa hacia la organica. Por otra parte, los resultados voltamétricos

indicarian una posible interaccién de Pluronic F-127 y el farmaco MTF lo cual puede
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contribuir a mejorar el empleo del farmaco y disminuir sus efectos colaterales

observados en su administracion oral.

Los resultados obtenidos en la presente tesis permiten concluir que la interfaz
formada por dos soluciones electroliticas inmiscibles constituye un sistema idéneo
para el estudio de surfactantes cargados. Mediante diferentes técnicas electroquimicas
se logr6é estudiar el comportamiento de estos compuestos, de las nanoparticulas
formadas por estos y sus interacciones con otras moléculas. Por otra parte, se logré
la cuantificacion de tensioactivos mediante el uso de una microinterfaz, demostrando
gue las técnicas electroquimicas en interfaces liquidas no solo permiten estudiar el

comportamiento de surfactantes sino también emplearlas con fines analiticos.
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Corriente/pA
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Anexo Figura 1. CVs para la transferencia a) PFD o b) PFO en la interfaz agua/l,2-
dicloroetano a diferentes velocidades de barrido. Composicién de la fase acuosa: PFD o PFO +
LiCl 10 mM Composicion de la fase organica: TPnATCIPhB 10, mM.
V= 0.010, 0.025, 0.050, 0.075, 0.100, 0.150 y 0.200 Vs™*
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Anexo Figura 2. Corriente de pico negativa (I,©) ) del segundo proceso en funcion de la raiz
cuadrada de la velocidad de barrido (v*?) para a) PFO",b) PFN-y ¢) PFDr,

Composicion de la fase acuosa: Acido perfluorado 0,25 mM + LiCl 10 mM

Composicion de la fase organica: TPnATCIPhB 10,00 mM.
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Anexo Figura 3. Comparacion
entre voltagrama experimental y
simulacion a partir de un modelo
tedrico para la transferencia de
PFN a través de la interfaz agua /
1,2-DCE

Anexo Figura 4. Variacion de
la corriente de pico positivo
para los procesos del primer y
segundo pico en funcion de la
concentracion para: a) PFD y b)
PFO.

Composicion de la fase acuosa:
PFD o PFO + LiCI 10mM
Composicion de la fase
organica: TPnATCIPhB 10.00
mM.
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Anexo Figura 5. Variacién de la corriente de pico en funcion de la concentracion de PFOS™ en los
experimentos de SVPD para a) Agua filtrada, b) Agua de red, ¢) agua de mar, d) agua filtrada sin

LiCl y e) agua de mar cin LiCl.
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