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1. Introduccion
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1.1 Neurotransmisores: hallazgo e importancia

En 1921, [1] Otto Loewi (Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en
1936 compartido con Henry Hallett Dale) realizo un experimento sobre el

control de la frecuencia cardiaca.

Figura 1.1. Experimento de Otto Loewi. [1]

El experimento de Loewi consistio en estimular eléctricamente el nervio
vago de una rana mientras el corazon estaba sumergido en una disolucion de sales.
La disolucion se hacia fluir a traves de un tubo a otro recipiente que contenia un
segundo corazon al que Loewi no estimul6 eléctricamente (figura 1.1). Loewi
registro la frecuencia de los latidos de ambos corazones. La estimulacion eléctrica
disminuy6 la frecuencia de los latidos del primer corazon pero, lo mas
importante fue que la disolucion que paso del primer recipiente al segundo,
disminuy6 también la frecuencia de los latidos del segundo corazon.
Indudablemente, la disolucion transportaba un mensaje sobre la velocidad a la

cual el segundo corazon debia latir.
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;Pero de donde provenia originariamente el mensaje? La tGnica
explicacion es que el mensaje llego a la disolucion gracias a una sustancia quimica
liberada a partir del nervio vago, en cantidad suficiente como para influir en el
segundo corazon. Por lo tanto, el experimento demostro que el nervio vago
contiene una sustancia quimica que le comunica al corazén que disminuya su
frecuencia de latidos y que Loewi identifico como acetilcolina (ACh) [2].

En experimentos consecutivos, Loewi estimulo el nervio acelerador y
obtuvo una aceleracion de la frecuencia cardiaca. Ademas, la disolucion que
banaba al corazon acelerado aumento la frecuencia de los latidos de un segundo
corazon que no fue estimulado eléctricamente. Loewi descubri6 que la sustancia
quimica que aceleraba frecuencia cardiaca es la adrenalina o epinefrina (EP). En
conjunto, estos experimentos demostraron que las sustancias quimicas del nervio
vago y el nervio acelerador modulan la frecuencia cardiaca: una inhibe los latidos
del corazon y otra los excita.

El descubrimiento de Otto Loewi de la regulacion de frecuencia cardiaca
fue el primero de los dos hallazgos importantes que proporcionaron la base para
nuestro conocimiento actual del modo en el que se comunican las neuronas. El
segundo tuvo que esperar al invento del microscopio electronico, entre 1925y
1930, que permitio a los cientificos ver la estructura de una sinapsis.

En definitiva, se definen los neurotransmisores como las biomoléculas
que transmiten informacion de una neurona a otra neurona consecutiva, unidas
mediante sinapsis. Se conocen con certeza unas 50 sustancias que actiian como
transmisores, pero pocos cientificos ponen limite al namero de
neurotransmisores que se encontraran [3]. Como puede deducirse, clasificar
estas sustancias es una tarea complicada, ya que puede hacerse atendiendo a

distintos criterios. Basandonos en su composicion se clasifican en 3 grupos: 1)



transmisores peptidicos, tambien llamados neuropeptidos; 2) gases transmisores

y 3) transmisores de moleculas pequefas [1].

Transmisores peptidicos. Estan formados por cadenas cortas de
aminoacidos. Se constituyen directamente a partir de las instrucciones contenidas
en el ADN de la celula. Los peptidos ejercen una enorme variedad de funciones
en el sistema nervioso. Son activos en las respuestas de estrés, estimulan la union
entre la madre y el hijo, facilitan el aprendizaje y ayudan a regular la ingesta y la
bebida, asi como el placer y el dolor. Por ejemplo, desde hace mucho tiempo se
sabe que el opio, obtenido de la capsula de la amapola, produce euforia y
disminuye el dolor. El opio y un grupo de sustancias quimicas relacionadas, por
ejemplo, la morfina, parecen simular las acciones, no de uno, sino de tres

peptidos: metaencefalina, leuencefalina y beta-endorfina.

Gases transmisores. Son gases solubles como el oxido nitrico (NO) y
otros. Son sintetizados cuando se necesitan. Cada gas se difunde lejos del sitio en
donde se elaboro, atraviesa facilmente la membrana celular y se vuelve
inmediatamente activo.

El oxido nitrico (NO) es un neurotransmisor que controla los musculos
de las paredes intestinales y dilata los vasos sanguineos en las regiones
encefaliticas que se encuentran en actividad, lo que permite que estas regiones
reciban mas sangre. Por ejemplo, el farmaco citrato de sildenafil (nombre
comercial Viagra) es un tratamiento ampliamente utilizado para la disfuncion
erectil masculina y actla potenciando la accion del NO.

Transmisores de moléculas pequenas. Fueron los primeros transmisores

identificados, como su nombre indica se trata de moleculas pequenas, ademas sus
componentes principales se derivan de los alimentos que ingerimos. En

consecuencia, sus niveles y sus actividades en el organismo pueden estar influidos
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por la dieta. En este grupo se encuentran: la acetilcolina (ACh), aminoacidos:
glutamato (Glu), acido gamma-aminobutirico (GABA), glicina (Gly) e histamina
(H); y las aminas: serotonina (5-HT), dopamina (DA), epinefrina o adrenalina
(EP) y norepinefrina o noradrenalina (NE). A su vez, este altimo grupo tambien
conocido como neurotransmisores adrenergicos se divide en indolaminas
(serotonina, 5-HT) y catecolaminas (DA, EP, NE).

Estas aminas se sintetizan por la misma via bioquimica y, de ahi, que
esten relacionadas. En la figura 1.2 puede verse que la epinefrina es el tercer
neurotransmisor producido por una secuencia bioquimica. Su precursor es la
tirosina, un aminoacido abundante en los alimentos. La enzima tirosina
hidroxilasa convierte a la tirosina en L-DOPA (L-3,4 dihidroxifenilalanina), que
es transformada secuencialmente por otras enzimas en dopamina, noradrenalina

o norepinefrina y, finalmente, epinefrina o adrenalina.

Figura 1.2. Esquema de la ruta bioquimica que produce secuencialmente dopamina,

norepinefrina y epinefrina.



Un hecho interesante es que la cantidad de enzima tirosina hidroxilasa en
el organismo es limitada y, en consecuencia, también lo es la velocidad con la
cual se producen la dopamina, norepinefrina y epinefrina, independientemente
de la cantidad de tirosina presente o ingerida. Este factor limitante de velocidad
puede ser evitado con la administracion oral de L-DOPA y a eso se debe que ésta
sea utilizada en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, cuya causa es una
insuficiencia de dopamina [4].

En esta tesis nos hemos centrado en los neurotransmisores
pertenecientes a la familia de las catecolaminas. Quimicamente, las
catecolaminas son monoaminas. En concreto, las tres catecolaminas estudiadas
en esta tesis han sido: dopamina, norepinefrina y epinefrina o adrenalina y su

estructura se muestra en la figura dys3 .

A B C

Figura 1.3. Formula quimica de tres catecolaminas: (A) dopamina, (B) norepinefrina

y (C) epinefrina.

Ralph Adams fue pionero en implantar un microelectrodo de carbono en
el cerebro de una rata con el objetivo de medir la concentracién in vivo de
neurotransmisores (catecolaminas) y sus metabolitos en el liquido extracelular
[5], demostrando asi la importancia de identificar y confirmar el origen quimico

de las corrientes de oxidacion en el cerebro in vivo y en tiempo real [6].
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1.1.1 Dopamina

La dopamina (DA) se produce en muchas partes del sistema nervioso,
especialmente en la sustancia negra, en una amplia variedad de animales,
vertebrados e invertebrados [7].

Fue sintetizada artificialmente por primera vez en 1910 por George
Barger y James Ewens en los Laboratorios Wellcome en Londres [8]. En 1952,
Arvid Carlsson y Nils-Ake Hillarp, del Laboratorio de Farmacologia Quimica del
Instituto Nacional del Corazon en Suecia, pusieron de manifiesto su importante
papel como neurotransmisor. Este y otros logros en transduccion de sehales en
el sistema nervioso le valieron a Carlsson el Premio Nobel en Fisiologia y
Medicina en 2000 [9].

La dopamina tiene muchas funciones en el sistema nervioso, influyendo
en la actividad motora, el comportamiento, la cognicion, en la motivacion y el
placer [10—14]. Niveles deficientes de dopamina estan relacionados con
enfermedades como el Parkinson, el trastorno por deéficit de atencion con
hiperactividad. La dopamina también puede relacionarse con el sistema del placer
del cerebro; participa en experiencias como la alimentacion, el suefio, el humor
y el sexo [15]. Por otro lado, niveles elevados de ésta se relacionan con psicosis
y esquizofrenia [16]. Por esto, la mayoria de los farmacos antipsicoticos estan
disenados para bloquear la funcion de la dopamina.

Ademas, la dopamina se usa como medicamento. En la década de 1950
quedo6 demostrado que el cerebro parkisoniano era deficiente en dopamina y que
por tanto se podria “normalizar” elevando el nivel de dopamina. Cuando George
Cotzias publico sus resultados [17], en febrero de 1967, la perspectiva de los
pacientes con Parkinson cambi6. Oliver Sacks, tal como relata ¢l mismo en

Despertares [4] administr6 L-DOPA, que atn era un medicamento en fase



experimental, a pacientes supervivientes de la epidemia de encefalitis letargica,
o enfermedad del sueo, que habia barrido el mundo entre 1917 y 1928. Estos
pacientes llevaban décadas en “estado congelado”, incapaces de realizar ningtin
movimiento y la L-DOPA les permitio recuperar la consciencia. Ademas, la
dopamina es coadministrada tipicamente con un inhibidor de la decarboxilacion
periferica (dopa descarboxilasa). La dopamina es también usada como una droga
inotropica en pacientes con shock para incrementar el ritmo cardiaco y la presion

sanguinea.

1.1.2 Norepinefrina o noradrenalina

La norepinefrina o noradrenalina (NE) es también una catecolamina. El
prefijo nor- se deriva de la abreviacion alemana para "N ohne Radikal" (N, el
simbolo del nitrogeno, sin radical), refiriéndose a la ausencia del grupo metilo
en el atomo de nitrogeno de la epinefrina [18] (figura 1.3). Tiene multiples
funciones fisiologicas y puede actuar como hormona y como neurotransmisor.
Las areas del cuerpo que producen o se ven afectadas por la norepinefrina son
descritas como noradrenérgicas. La norepinefrina se biosintetiza a partir de la
dopamina, como se mostro en la figura 1.2.

Como hormona del estres, la norepinefrina afecta a partes del cerebro
donde se controlan la atencion y las acciones de respuesta [19]. Junto con la
epinefrina, la norepinefrina tambien interviene en la respuesta "luchar o huir",
aumentando de manera directa la frecuencia cardiaca, provocando la liberacion
de glucosa a partir de las reservas de energia, y aumentando el flujo sanguineo al
musculo esquelético. Es liberada de las neuronas simpaticas afectando al corazon
e incrementando el suministro de oxigeno al cerebro [20,21]. Un mal

funcionamiento en la secrecion de norepinefrina puede influir seriamente en la
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salud mental, desarrollando fobias, hostilidad, ataques de panico y trastorno
bipolar.
La norepinefrina, junto con la dopamina, han sido reconocidas por jugar

un importante rol en la atencion y concentracion [22,23].

1.1.3 Epinefrina o adrenalina

La epinefrina (EP) o adrenalina, es una hormona y un neurotransmisor
[24]. El término adrenalina se deriva de las raices latinas ad- y renes que
literalmente significa "junto al rifion", en referencia a la ubicacion anatomica de
la glandula suprarrenal en el rifion. Las raices griegas epi y nephros tienen un
significado similar, "sobre el rifon", y dan origen al nombre epinefrina.

Es sintetizada en las glandulas suprarrenales en una ruta enzimatica que
convierte el aminoacido tirosina en una serie de intermediarios y, finalmente, en
epinefrina (figura 1.2).

El fisiologo polaco Napoleon Cybulski, en 1895, obtuvo por primera vez
los extractos suprarrenales conteniendo adrenalina. Estos extractos, que ¢l llamo
nadnerczyna, contenian epinefrina y otras catecolaminas [25]. En 1900, el quimico
japonés Jokichi Takamine y su asistente Keizo Uenaka descubrieron la adrenalina
[26,27] y en 1901, Takamine aislo y purifico con exito la hormona de las
glandulas suprarrenales de ovejas y bueyes [28]. La adrenalina fue por primera
vez sintetizada en un laboratorio por Friedrich Stolz y Henry Drysdale Dakin, de
forma independiente, en 1904 [27].

Los principales desencadenantes fisiologicos de la liberacion de
adrenalina son las tensiones, tales como las amenazas fisicas, las emociones
intensas, los ruidos, las luces brillantes y la alta temperatura ambiental. Todos

estos estimulos se procesan en el sistema nervioso central [29]. Con la liberacion



de epinefrina se produce un aumento en la frecuencia cardiaca, se contraen los
vasos sanguineos, se dilatan los conductos de aire, y ademas es participe en la
reaccion de lucha o huida del sistema nervioso simpatico. Por todo ello, se usa
para tratar una serie de afecciones incluyendo: paro cardiorrespiratorio y otras
arritmias, anafilaxia, tambien se afade a ciertos anestésicos locales inyectables,
por ejemplo la lidocaina, como un vasoconstrictor que permite retardar la
absorcion y por tanto, prolongar la accion del agente anestesico [30].

La epinefrina puede ser cuantificada en la sangre, plasma o suero como
ayuda diagnostica para monitorear la administracion terapeutica o para identificar
el agente causante en una posible victima de envenenamiento. Las
concentraciones de epinefrina endogena en el plasma en un adulto en reposo son
normalmente menores de 10 ng-L"', pero pueden subir 10 veces durante el
ejercicio y 50 veces o mas durante periodos de estres [31,32].

Niveles anormalmente altos de adrenalina pueden provocar una variedad
de afecciones, tales como el feocromocitoma (tumor del tejido de la glandula

suprarrenal) y otros tumores de los ganglios simpaticos.

1.1.4 Deteccion de neurotransmisores

Llegados a este punto, resulta evidente que las catecolaminas, antes
descritas, tienen interés clinico. La identificacion y cuantificacion de estos
compuestos en fluidos biologicos, plasma u orina, es fundamental para la
deteccion y el diagnostico de enfermedades [33].

Para realizar este analisis en tejidos y fluidos biologicos se han utilizado
gran variedad de tecnicas: fluorimétricas, radioenzimaticas, cromatograficas (GC

y HPLC) o inmunoenesayos, entre otras [34,35].
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En cuanto a los procedimientos basados en técnicas de inmunoensayo
para la deteccion de neurotransmisores [36], existen problemas asociados con la
especificidad de los anticuerpos para esos haptenos de bajo peso molecular (parte
de un antigeno que por si sola no produce la respuesta inmune, pero si posee
especificidad); debido a esos problemas el uso de estas técnicas para la deteccion
de catecolaminas no esta muy extendido [37-39].

La presencia en su estructura de un anillo aromatico hace que estos
compuestos sean fluorescentes. Por tanto, no es de extrafiar que existan métodos
analiticos basados en esta propiedad para la deteccion de catecolaminas [40—45].
Sin embargo, muchos otros compuestos y drogas presentes en el plasma tienen
absorcion y emision maxima a la misma longitud de onda [46]. Por tanto, es
necesario técnicas de aislamiento altamente especificas para aplicar los meétodos
fluorimetricos. Aunque la conversion de las catecolaminas a derivados
fluorescentes puede aumentar la sensibilidad, la especificidad esta atin limitada
debido a la presencia de interferentes provenientes de otras drogas, incluso de la
dieta [41,42,45]. Combinando la cromatografia de alta resolucion (HPLC) con
deteccion por fluorescencia y usando una derivatizacion con precolumna [47] o
postcolumna [48] se pueden resolver alguna de las desventajas. Sin embargo, la
HPLC con deteccion electroquimica (HPLC-EC) es el procedimiento analitico
dominante para el analisis de las catecolaminas en plasma, ya que el
pretratamiento de las muestras es a menudo mas simple con HPLC y deteccion
electroquimica que con deteccion por fluorescencia ya que esta Gltima
generalmente requiere la formacion de derivados fluorescentes estables. Estas
moleculas, dopamina, epinefrina y norepinefrina, al ser electroactivas, es

completamente normal encontrar metodos electroquimicos para su deteccion.



Por otra parte, la alta fuerza ionica de entornos biologicos crea un ambiente
perfecto para la electroquimica, ya que ésta requiere medios conductores.

Otra alternativa para la determinacion de catecolaminas plasmaticas esta
basada en tecnicas de ensayos radioenzimaticos, método bastante sensible donde
se usan uno o dos isotopos y un volumen de muestra pequeno (50-100 uL) [49].
Sin embargo, se trata de métodos bastante complejos y tediosos requiriendo una
atencion minuciosa y no son adecuados para aplicar en la rutina del laboratorio
clinico.

Al igual que en plasma, para el analisis de catecolaminas libres en orina
se han descrito diferentes métodos para su determinacion por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). Estos procedimientos son los que se aplican
en laboratorios clinicos para analisis de rutina, ya que existe la posibilidad de
automatizar la técnica lo que permite el manejo de un gran niimero de muestras.

Con excepcion de la HPLC, pocas aplicaciones han tenido amplia
aceptacion en los laboratorios de analisis clinicos. Se ha demostrado que la HPLC
[50] es una técnica especifica y sensible capaz de ser automatizada y es, por tanto,
la preferida para la determinacion de catecolaminas. Sin embargo, aunque la
deteccion electroquimica pueda proveer la sensibilidad necesaria para el analisis
de catecolaminas, el paso inicial de purificacion previa a la separacion
cromatografica tiene una importancia critica. Ademas, hay que considerar que
los detectores electroquimicos son mas susceptibles a fluctuaciones en la
velocidad de bombeo en la HPLC y que la fase movil debe ser eléctricamente
conductora restringiendo la eleccion de su composicion.

Tanto para el analisis de catecolaminas en orina como en plasma, se han

descrito diferentes formas de aislamiento preliminar y purificacion de éstas
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usando resinas de intercambio i6nico, derivatizacion fluorescente, alimina, etc.
[51-58].

Tambien existen productos comerciales disponibles para el aislamiento
de catecolaminas basados en minicolumnas de silice con propiedades de

intercambio cationico fuerte y débil, pero son caros [59].

1.2 Sensores electroquimicos. Electrodos modificados

Un sensor quimico es un dispositivo pequeno que se puede utilizar para
realizar la medida directa del analito (sustancia objetivo) en una muestra. Lo ideal
es que se trate de un dispositivo capaz de responder de forma continua y
reversible y que no perturbe la muestra. Los sensores evitan ctapas de
pretratamiento de la muestra para la medida. Poseen un elemento de
transduccion que normalmente consta de una zona de reconocimiento, esta zona
interactlia con la sustancia de interés y los cambios quimicos resultantes de dicha
interaccion se traducen en senales electricas en el caso de que se trate de un
sensor electroquimico.

Los sensores electroquimicos representan una importante subclase,
dentro de los sensores quimicos, éstos utilizan un electrodo como elemento de
transduccion (figura 1.4). Estos dispositivos tienen bastante importancia en la
actualidad y cuentan con una amplia gama de aplicaciones: analisis clinicos,

industriales, ambientales y agricolas [60].



Figura 1.4. Esquema de sensor electroquimico.

Los metodos electroquimicos han evolucionado de manera constante
desde que Jaroslav Heyrovsky, recibiera el Premio Nobel de Quimica en 1959
por el descubrimiento y desarrollo de metodos de analisis polarograficos.
Heyrovsky descubrio que era posible reducir moléculas organicas en un
electrodo de mercurio aplicando un voltaje apropiado. La reduccion de dichas
moléculas dio lugar a una corriente que se relacionaba con la concentracion de la
sustancia que se estaba reduciendo. Ademas, la posicion y la forma de la onda
polarografica, es decir, la relacion de la corriente observada con el potencial
aplicado, era tutil para identificar la sustancia. Estos son los principios
fundamentales que hacen que los métodos electroquimicos, en concreto los
amperométricos y voltamperométricos, sean usados hoy en dia en innumerables
aplicaciones [61,62].

Una caracteristica atractiva del analisis voltamperometrico moderno es
que con instrumentacion de bajo coste se puede obtener una elevada sensibilidad
y eficacia. La mayoria de estos metodos se basan en la medida de la corriente que
fluye a través de un electrodo de trabajo despues de una perturbacion del

potencial, por tanto, el electrodo puede y debe ser considerado como el corazon
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del experimento. Consecuentemente, debe dedicarse especial atencion a su
fabricacion y mantenimiento [63].

Hasta hace pocos afios el desarrollo del analisis voltamperometrico
estaba limitado por los materiales electrodicos disponibles, solo era posible
utilizar el electrodo de gota de mercurio, un metal o un electrodo basado en
carbono. El concepto de “electrodo modificado quimicamente” nacio a mitad de
los afios 70 cuando Murray y colaboradores lograron funcionalizar un electrodo
de SnO, con grupos amino [64]. Este trabajo fue el punto de partida para el
desarrollo de una extraordinaria era en electroanalisis. La importancia de lo que
ha significado el control en la modificacion de la superficie electrodica fue
expuesta acertadamente por Bard y Faulkner [65] “Hace veinte anos, el concepto
de controlar la superficie de los electrodos de una manera general a nivel quimico
era desconocido. Hoy en dia, la sintesis y aplicacion de microestructuras quimicas
en los electrodos no solo es una de las areas mas nuevas de la electroquimica sino
que es una de las que ofrece mas perspectivas de avance en toda la Quimica”.

Con el uso de electrodos modificados se intenta controlar mas sus
caracteristicas e influir no solo en el potencial aplicado sino en la reactividad
superficial, pudiendo, de este modo anticipar la respuesta del electrodo
modificado hacia determinadas especies [63].

Entre la amplia gama de aplicaciones que incluyen los electrodos
modificados quimicamente se encuentran: el uso como membranas de
permeabilidad selectiva, electrocatalisis, como dispositivos de almacenamiento
de carga; ademas, en electroanalisis, ocupan un lugar importante usandose como
sensores electroquimicos.

La capa o compuesto modificador debe permitir la comunicacion

electroquimica entre el material del electrodo y la disolucion que contiene la



sustancia de interés. Asi, el material modificador se elige de tal manera que sea
o bien selectivo (e incluso especifico) a una sustancia en particular, o bien capaz
de mediar reacciones redox que son lentas sobre el electrodo sin modificar. De
esta manera, los procesos redox que ocurren entre el electrodo y la sustancia de
interes en disolucion estan fuertemente influidos por las caracteristicas de la
modificacion realizada [63].

Los metodos mas importantes utilizados para la modificacion de
superficies electrodicas son:

-Fijacion covalente, como son las monocapas autoensambladas (SAM)
(silanizacion, tiolacion).

-Adsorcion, por ejemplo por uniones tipo Van der Walls.

La gran mayoria de electrodos modificados [66] estan hechos mediante
la adsorcion o la union de diversas especies en sustratos solidos, monocapas auto-
ensambladas (SAM), revestimientos formados de multiples capas homogéneas
(polimeros conductores o semiconductores o resinas de intercambio i6nico) o
incluso materiales heterogéneos fruto de la dispersion del modificador dando
lugar a una matriz compuesta. Tambien existen electrodos modificados con
materiales inorganicos, como son: Oxidos metalicos, altmina, fosfatos y
fosfonatos, silice y oxidos obtenidos mediante el método sol-gel, arcillas,
zeolitas, etc. [66].

En esta tesis se va a realizar un estudio de la modificacion de electrodos

mediante peliculas delgadas de silice mediante el método sol-gel.

1.2.1  Quimica Sol-gel de la silice

La silice existe bajo una amplia variedad de formas, con estructura

cristalina y amorfa. Se trata de un material que ha sido examinado
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exhaustivamente [67], tanto sus propiedades fisicas como quimicas son
perfectamente conocidas [68], lo que le confiere un extraordinario nimero de
aplicaciones, como su uso en cromatografia, aislamiento térmico, catalisis y
como soporte para catalizadores, se usa en el refuerzo de polimeros y como
soporte para inmovilizar enzimas, entre otras.

La silice se puede encontrar de forma natural o prepararse mediante
procedimientos sinteticos.

Existen 3 rutas de sintesis de silice usando como precursor compuestos
de silicio [69]. Por pirolisis, mediante la descomposicion térmica de haluros de
silicio en fase gaseosa, normalmente entre 1000 y 1100 °C en una llama de
hidrogeno y aire. El producto resultante es un aerogel de silice. Una alternativa
a este metodo es la fusion de arena en plasma a partir de silicatos solubles,
principalmente Na,SiOjs. El tercer meétodo de sintesis consiste en la hidrolisis de
alcoxisilanos en medio hidroalcoholico, lo que lleva a la formacion de silice tras
dos reacciones, una de hidrolisis y otra de condensacion. Este metodo es que
vamos a utilizar a lo largo de esta tesis para la preparacion de silice, por lo que va
a ser descrito en detalle a continuacion.

Método Sol-gel

El metodo sol-gel consiste en la produccion de materiales de vidrio o de
ceramica, a través de la hidrolisis y la condensacion de alcoxidos metalicos
adecuados [68]. Para la preparacion de materiales de silice, uno de los alcoxidos
mas usados como precursor es el tetraetoxisilano (TEOS). Este precursor puede
ser hidrolizado y condensado en condiciones relativamente suaves, como se

. . y
indica a continuacion.
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Figura 1.5. Etapas método Sol—gel.

La etapa de hidrolisis a pH acido, figura 1.5, conduce a una disolucion
coloidal metaestable (figura 1.6) a pH 2 conocida como sol. La segunda etapa,
mostrada en la figura 1.5, consiste en la condensacion mediante el aumento del

pH del sol, obteniéndose asi el gel, por agregacion de coloides.
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Figura 1.6. Efecto del pH en el sistema coloidal sol-gel.[68]

En la etapa de hidrolisis, el precursor, en este caso TEOS, se mezcla con
agua y etanol, este Gltimo acta como co-solvente, y un catalizador acido, como
por ejemplo acido clorhidrico. Durante la formacion del gel, la viscosidad de la
disolucion aumenta gradualmente a medida que el sol, formado por una
suspension coloidal de particulas pequefias (1-100 nm) se van interconectando
entre si mediante reacciones de poli-condensacion para formar una red rigida y
porosa [68]. Dependiendo de las condiciones del proceso sol-gel (relacion
Si:H,0:EtOH, tipo y concentracion de catalizador, precursores de alcoxidos,
etc.), la formacion del gel puede tener lugar en segundos, minutos, incluso dias
o meses. Ademas, durante el secado, el alcohol y el agua se evaporan de los poros
provocando que el gel se encoja, por esa razon, los xerogeles, o geles totalmente
secos, son significativamente menos porosos que sus homologos hidratados.

Los materiales de silice son quimicamente y fotoquimicamente estables.
También son opticamente transparentes. Como se muestra en la figura 1.7A, se
pueden obtener facilmente materiales en diversas configuraciones: peliculas,

fibras, monolitos, polvos, etc.



Ademas, se pueden incorporar en la matriz de silice grupos funcionales,
obteniendo geles estables y modulando de forma sencilla sus propiedades.
Cuando los grupos incorporados en la silice sean de naturaleza organica (figura
1.7B) , se obtiene silice modificada organicamente, estos compuestos son

conocidos con el nombre de ORMOSIL; por su nombre en inglés, ORganically

MOdified SlLica (vease epigrafe 1.2.3.).

B
o - H,O
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Pelicula . “H, CH,CH., ~CH(CH.)
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eseccccecce
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Figura 1.7. (A)Diferentes conformaciones de silice. (B) Esquema de modificacion de

silice con grupos organicos (ORMOSIL) [70].

A mediados de 1980, se demostr6 que habia moleculas que podian ser
atrapadas en la matriz porosa, simplemente dopando la disolucion sol con dichas
moleculas, antes de su condensacion (gelificacion) [71]. Se demostro que las
moléculas retenidas por el gel conservaban las mismas propiedades que tenian
estando en disolucion [72]; fue entonces cuando la aplicacion de la quimica sol-
gel, en aplicaciones como sensores, catalisis y dispositivos electroquimicos, se

disparo [72-79]. Los materiales basados en sol-gel usados en electroquimica
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forman una gran familia. Se incluyen los materiales inertes inorganicos, los
oxidos metalicos con actividad redox, los hibridos organicos-inorganicos, y los
compuestos macro y microscépicos. Los recientes avances en los diversos
campos y aplicaciones de la electroquimica de sol-gel se describen en dos
excelentes articulos de revision realizados por Lev y colaboradores [80] y por

Alber y Cox [81].

1.2.2  Electrodos modificados con silice

El campo de los electrodos modificados con silice comenzo6 en los afos
1989-1990 y ha ido aumentando en los Gltimos afos. A pesar de las
extraordinarias caracteristicas quimicas que ofrecen los materiales basados en

N . .
silice, es bastante sorprendente que el uso en electroquimica de este material sea
tan reciente. La silice presenta bastantes propiedades atractivas (capacidad de
adsorcion, propiedades acido/base, estabilidad térmica), que pueden ser
aprovechadas en multiples aplicaciones. Ademas, como se ha dicho
anteriormente, la silice puede ser modificada con una gran variedad de grupos
funcionales (epigrafe 1.2.3), lo que lleva a un considerable enriquecimiento y
control de sus propiedades superficiales. Por ejemplo, estas propiedades han sido
explotadas en gran medida en cromatografia, disehando fases estacionarias
nuevas. También, la elevada area superficial combinada con las propiedades

/. . ' . /1. .
quimicas superficiales hace que la silice sea un material excelente para ser usado
como soporte de catalizadores. A pesar de todas estas propiedades atractivas, el
uso de silice en metodos electroquimicos no fue generalizado. Los geles de silice
. . o
preparados por la quimica sol-gel son materiales interesantes para la modificacion
de electrodos, y ya que no son electroactivos, se pueden utilizar como soporte

para especies electroactivas, ya sea por adsorcion o atrapamiento durante su



formacion, mejorando asi su deteccion amperometrica [82—87]. Pero a mediados
de los anos 90, la silice se utilizo como soporte para enzimas sin impedir su
actividad biologica y ademas mejorando el acoplamiento de la actividad redox de
la enzima inmovilizada y la superficie del electrodo modificado [73,88,89]. En
particular, los avances se centraron en la encapsulacion de enzimas en materiales
de silice sintetizados a temperatura ambiente aplicando el proceso sol-gel.

El uso de silice como modificador de electrodos ha demostrado una gran
versatilidad en la inmovilizacion de distintas especies, tales como peliculas de
oxido u otras especies electroactivas. Gran parte del trabajo en esta direccion se
ha hecho por Walcarius, Kubota, Gushiken y colaboradores [90-95].

Resumiendo, las propiedades mas atractivas de los materiales de silice
son que tiene gran capacidad para acumular diversos analitos por adsorcion, la
silice puede ser modificada con grupos organicos de forma sencilla y estas
modificaciones conllevan el desarrollo de un amplio abanico de nuevos
materiales. Ademas, estos materiales sirven como soporte para la inmovilizacion
de enzimas en la fabricaciéon de biosensores. Pero la razén fundamental del uso
de materiales sol-gel en electroquimica es la existencia de multiples vias para
combinar las propiedades de materiales inorganicos con una gran variedad de

compuestos organicos por medio de ORMOSIL.

1.2.3  Silice modificada organicamente

Son materiales compuestos o materiales hibridos a escala atomica que se
producen facilmente por el método sol-gel, simplemente por la adicion de
precursores moleculares que son capaces de someterse a las mismas reacciones
de hidrolisis y condensacion que el alcoxido de metal. En el mundo sol-gel, estos

materiales se conocen con el término de organosilices. Organosilice describe
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cualquier material siliceo en el que los atomos de silicio (algunos o todos) se unen
covalentemente a al menos un atomo de carbono; para aclarar, el termino silice
se utilizara para referirse a materiales que no contienen enlaces Si—C en absoluto
y ORMOSIL se usara para materiales derivados de silice modificada
organicamente y que al menos contenga un enlace Si—C.

Como se ha visto anteriormente, un silicato de sol-gel se forma de
acuerdo con una reaccion de polimerizacion entre alcoxisilanos y agua
(hidrolisis), seguida de una condensacion. Como puede observarse en la figura
1.8, usando precursores que contienen grupos funcionales organicos (R)
directamente unidos al atomo de Si del precursor de sol-gel, es posible preparar
una gran variedad de materiales hibridos inorganicos-organicos [72] variando el
grupo terminal.

) )
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(0]
|
“O—SIi—o\_ + _\O—S:i—®—>

g g
TEOS Precursor funcionalizado ORMOSIL

Figura 1.8. Reaccion para obtener Silice Modificada Organicamente (ORMOSIL).

Los ORMOSIL [96] se han convertido en un campo atractivo de estudio
debido a la variabilidad y flexibilidad asociada con su meétodo de preparacion.
Ofrecen la posibilidad de ser usados en distintas areas: catalisis, recubrimientos
protectores y de intercambio ionico, técnicas de separacion (cromatografia),

. . ;. -
impresion molecular, sensores quimicos, entre muchas otras aplicaciones [97].



Su uso en sensores quimicos ofrece una elevada versatilidad. Con estos
materiales hibridos resulta sencillo modificar las capas sensoras al gusto, por
ejemplo, se puede alterar el tamafio de poro de material, la hidrofobicidad, y la
flexibilidad o introducir un grupo funcional especifico en la matriz para mejorar
el rendimiento del sensor, incluyendo asi zonas de reconocimiento molecular
mas especificas y/o selectivas, mejorar el tiempo de respuesta, la tasa de
lixiviacion, etc.[98]. Uno de los problemas habituales que se encuentra cuando
se modifica un electrodo, es que el reactivo atrapado en la capa sensora, tiende a
escaparse, a lixiviar a la disolucion. Utilizando materiales hibridos inorganicos-
organicos se ha demostrado que estos problemas de difusion indeseada se han
solventado [99,100].

Con la inclusion de grupos organicos en la matriz de silice también se
modula la hidrofobicidad del material, tambien es un beneficio para algunas
aplicaciones, por ejemplo, un aumento en la hidrofobidad de la pelicula puede
reducir la solubilidad de ciertas especies en la matriz provocando un aumento en
el rendimiento del sensor [98].

Por otro lado, aumentando la flexibilidad de la matriz se consiguen capas
mas coherentes, evitando grietas en las peliculas [101]. También se han usado
estos materiales en el diseno de sensores de guia de ondas para deteccion de gases

[102] y vapores [103].

1.2.4  Silice impresa molecularmente

El reconocimiento molecular [104] es uno de los procesos basicos
encontrados en la naturaleza. Se puede disenar la union preferente de una
molécula a un receptor con alta selectividad frente a otros receptores anélogos

estructurales. El suefio de muchos quimicos sinteticos ha sido y sigue siendo el
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intento de entender e imitar los principios de reconocimiento molecular
biologico para el desarrollo de materiales derivados abioticos. Los enfoques mas
tempranos son de la decada de 1930 en la preparacion sintética de materiales
nanoestructurados para el reconocimiento molecular y explicar asi el
funcionamiento del sistema inmunologico humano, se inspiraron en las
contribuciones de Mudd [105] y Pauling [106], en la decada de 1940. Sus
suposiciones basicas fueron que en los sistemas vivos, los anticuerpos se
construyen mediante el uso de moléculas como huellas o plantillas. La estructura
primaria de cualquier anticuerpo seria la misma, pero la selectividad, es decir, la
diferencia en la conformacion del anticuerpo seria inducida por una molecula
plantilla. Cuando se elimina la moléecula plantilla, queda una cavidad con
caracteristicas morfologicas y estereoquimicas relacionadas con las de la plantilla
y se mantiene para dar al anticuerpo una preferencia a volver a enlazar la
molecula. La descripcion era muy similar al modelo “llave-cerradura”, utilizado
para explicar la accion de enzimas en reacciones bioquimicas.

La impresion molecular es un enfoque sintético muy poderoso utilizado
para crear receptores artificiales para el reconocimiento molecular [78,104,107—
111]. Este metodo, esquematizado en la figura 1.9, consiste en la sintesis de una
matriz que puede ser un polimero reticulado, elegido adecuadamente, en
presencia de una molécula de interés (molécula molde). Esta se mantiene en su
lugar ya sea covalentemente o no [112]. La eliminacion de la molécula molde
produce una cavidad, en definitiva, una huella de un tamano y forma especificos
y con una superficie funcionalizada capaz de interactuar especificamente con una
moleécula diana apropiada. La molécula diana puede ser, pero no es siempre, la

misma que la molécula molde. En contraste con los receptores biologicos



utilizados en bioquimica (enzimas), esta imitacion artificial es mucho menos

costosa, mas estable y capaz de soportar condiciones adversas.

Matriz polimérica
P Cavidad

Eliminacion
Polimerizacion plantilla

Molécula

molde
Material impreso

Figura 1.9. Proceso de impresion molecular.

Como polimeros impresos molecularmente es frecuente encontrar
materiales organicos de todo tipo, acrilicos, vinilicos o siloxanos. La primera
aproximacion a la sintesis de materiales impresos molecularmente basados en
silice (MIS, de sus siglas en inglés Molecularly Imprinted Silica) se remonta a
principios de 1930. Polyakov [113] fue el primero en reportar que la estructura
de los poros de silice estaba influenciada por la presencia de benceno, tolueno o
xileno durante el proceso de secado, es decir, el grado de adsorcion del gel de
silice para los diferentes vapores dependia de la estructura del disolvente presente
durante el proceso de secado. Se sugirio que la selectividad surge de los cambios
en la estructura de silice inducidos por la presencia de un disolvente en particular.
Desde este trabajo, pionero en la impresion molecular, se han impreso diferentes
oxidos, silice y oxidos metalicos mixtos, en un intento de preparar adsorbentes,
catalizadores y medios de separacion especificos. En 1949, Dickey publico la que
parece ser la primera demostracion documentada de que la silice se podia

imprimir molecularmente con homologos de naranja de metilo [114].
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Mas tarde, en la deécada de 1970, la investigacion en silice impresa
molecularmente se retom6 encontrando aplicaciones muy diversas de estos
materiales como adsorbentes, sistema de separacion, catalizadores, sensores
quimicos, etc.[115—-117].

La aplicacion de materiales sol-gel impresos para la produccion de
sensores esta en continuo desarrollo, estas matrices de silice impresa se pueden
usar como capas de reconocimiento en los sistema de transduccion de sensores:
piezoelectricos, fluorescentes, electroquimicos, etc. [118,119]. En comparacion
con los métodos de polimerizacion organica convencional presenta las siguientes
ventajas: flexibilidad que aporta el método sol-gel; niimero de monomeros
disponibles y compatibles; transparencia optica, rigidez, estabilidad en medios
adversos, porosidad [104]. Por tanto, las razones para imprimir molecularmente
con silice son numerosas [115]: su reactividad es baja en condiciones extremas,
incluso expuesta a acidos y bases muy fuertes, y oxidantes. Esto hace que sea una
matriz robusta y adecuada para una amplia variedad de aplicaciones y entornos
quimicos. La estructura rigida altamente reticulada de la silice permite la
creacion de sitios de impresion con un alto grado de selectividad en cuanto a la
forma en comparacion con polimeros organicos mas flexibles. En la etapa de
hidrolisis del metodo sol-gel, como se vio anteriormente, se puede tener un
elevado control sobre la forma en la que se va a obtener la silice, simplemente
controlando la relacion Si: H,O, el pH, etc. En la silice la distancia de reticulacion
es menor que en polimeros organicos, por eso la silice cuando se pone en
contacto con disolventes no presenta procesos de dilatacion (swelling) en su
estructura, esto ayuda a tener un control en la distancia de difusion de moleculas
a traves de sus poros. Sin embargo, la porosidad puede suponer un problema, ya

que se trata de un solido con porosidad desordenada, por lo que el camino de



difusion no es directo. Presenta gran estabilidad térmica, todo esto hace que
pueda mantener la forma y el tamanio de las cavidades impresas. Ademas, la silice
es muy estable frente a la oxidacion y al envejecimiento, aspectos problematicos
en polimeros organicos. Tambi¢n un aspecto importante, es que la silice es
compatible con sistemas acuosos y biologicos, y es capaz de encapsular con ¢xito
enzimas, proteinas y anticuerpos sin danar su actividad [72,120,121].

Una de las grandes ventajas del método sol-gel es la facilidad para
producir peliculas delgadas de alta calidad. La ventaja es obvia, al tratarse de
peliculas finas, presentan longitudes de difusion mas cortas, lo que se traduce en
que la cin¢tica de union de la molécula de interes y los sitios impresos sera mas

rapida, mejorando la eficiencia del sensor.

1.2.5 Depésito electro-asistido de silice

Ya se han comentado con anterioridad las virtudes y las aplicaciones
derivadas de éstas que los materiales basados en silice, y los hibridos derivados,
especialmente inorganicos-organicos, ofrecen. Las dos configuraciones mas
comunes en las que podemos encontrar los materiales sol-gel son: monolitos y
peliculas delgadas. Los monolitos se preparan mediante el vertido de la
disolucion sol en un recipiente, por ejemplo, en una cubeta; y se deja gelificar
lentamente [122].

Estos materiales son aislantes eléctricos, por tanto, para su aplicacion en
electroquimica exigen que la conexion con la superficie del electrodo sea
estrecha. Para integrar matrices sol-gel en las superficies electrodicas se emplean
diferentes estrategias recubrimiento por giro, spin-coating [123,124];
recubrimiento por inmersion, dip-coating [125,126]; y recubrimiento por

pulverizacion, spraying [127,128]. Estos metodos son sencillos de aplicar, no
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requieren el uso de instrumentacion sofisticada, y permiten controlar el espesor
de las peliculas depositadas. Normalmente, con estas técnicas se consiguen
espesores que oscilan entre 100 nm y unos pocos mm. Sin embargo, presentan
algunos inconvenientes, por ejemplo, las técnicas de spin-coating y dip-coating solo
se pueden aplicar a superficies planas, esto se solventaria aplicando la técnica de
spraying, que en general proporciona recubrimientos homogéneos, pero mucho
mas gruesos. La segunda limitacion que tienen estas tecnicas es la falta de
selectividad, es decir, toda la superficie quedaria recubierta, por lo que si lo que
deseamos es recubrir solo algunas partes de la superficie del electrodo
tendriamos que hacer el recubrimiento en varias etapas por litografia, primero
recubrir con una capa que posteriormente seria eliminada y a continuacion cubrir
la superficie con la pelicula sol-gel [129].

En 1999, Shacham y colaboradores propusieron una alternativa elegante
[130], para ayudar a solventar los inconvenientes citados anteriormente. La idea
basica es la de manipular los dos pasos del metodo sol-gel [68], controlando el
pH electroquimicamente en la interfase electrodo/disolucion [131].

La disolucion hidrolizada, el sol, se encuentra a un pH proximo a 2, a
este valor de pH la condensacion se da de forma muy lenta. Es posible acelerar
la poli-condensacion aplicando un potencial negativo en el electrodo, es decir,
consiste en la generacion electroquimica del catalizador basico necesario (OH"),
responsable de la poli-condensacion, y asi generar una pelicula de silice en la
superficie conductora del electrodo.

La formacion de la pelicula sol-gel mediante el aumento local de pH se
parece al deposito electrolitico de hidroxidos metalicos, en el que se provoca la
reduccion de H,O para aumentar el pH localmente [111,112]. Las caracteristicas

de la pelicula se ven afectadas por el potencial aplicado, el tiempo de



electrodeposito, la naturaleza del electrodo, etc. por lo que modulando estos
parametros se pueden obtener diferentes espesores, por ejemplo.

El deposito es impulsado por la transferencia de electrones, que se
producen en las proximidades de la superficie del electrodo, obligando a que el
deposito se adapte intimamente a la superficie. Esto permite el recubrimiento y
relleno de geometrias complejas [133]. Esta tecnica se limita, como es obvio, a
superficies conductoras. Sin embargo, la formacion de sol-gel sobre el electrodo
no implica procesos de transferencia electronica, sino mas bien reacciones acido-
base.

La versatilidad de la técnica de electro-deposito se ha demostrado en
trabajos anteriores realizados en nuestro grupo de investigacion llevandose a cabo
la modificacion de electrodos con silice-PSS, silice-SWCNT (nanotubos de

carbono de pared simple), silice-PANI para diferentes aplicaciones [134].
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1.3  Objetivos

El objetivo principal de esta tesis es la sintesis de materiales basados en silice
utilizando tecnicas electroquimicas. Se optimizara el método de deposito
electroasistido para depositar capas finas de este material sobre diversos

electrodos de carbon vitreo.

Se caracterizaran las propiedades del deposito de silice resultante mediante

tecnicas termogravimétricas, espectroscopicas y de microscopia.

Se realizara la impresion molecular de matrices sol-gel soportadas sobre
electrodos para ser empleadas en la deteccion electroquimica selectiva de

neurotransmisores.

Se sintetizaran materiales basados en silice modificada con grupos organicos
(ORMOSIL) utilizando técnicas electroquimicas. Se estudiara el efecto del

contenido en grupos orgénicos en los depositos obtenidos.

Se evaluaran las propiedades de las capas electrosintetizadas (morfologia,
estabilidad térmica y composicion quimica) modificadas con grupos organicos

empleando los precursores adecuados.

Se estudiara la afinidad por los distintos neurotransmisores (dopamina,
norepinefrina y epinefrina) de electrodos modificados con silice funcionalizada

organicamente.
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2.1 Introduccion

En este capitulo se describiran las técnicas de caracterizacion y sintesis
utilizadas durante el desarrollo de esta tesis. Ademas de los reactivos y el material
empleado. Sin embargo, las condiciones experimentales especificas se recogeran

en los capitulos correspondientes.

2.2 Técnicas de caracterizacion

2.2.1 Técnicas microscopicas

La microscopia electronica es una técnica instrumental que emplea haces
de electrones muy acelerados y de muy elevada energia (desde cientos de eV
hasta decenas de KeV), con el proposito de observar las caracteristicas de la
materia a escala nanométrica.

Estas técnicas se basan en la interaccion de la radiacion de electrones con
la muestra. Esta interaccion produce una serie de radiaciones secundarias:
electrones secundarios, electrones retrodispersados, electrones transmitidos,
radiacion de rayos X, electrones Auger, catodoluminiscencia y energia absorbida

Qe . .
(por la muestra). La utilizacion de una u otra nos permite obtener distinta
informacion sobre la naturaleza de la muestra: morfologia, composicion,
estructura cristalina, estructura electronica, etc. En la figura 2.1 se muestra un
. . . . , .
esquema de los diferentes tipos de interacciones electron-materia.

Las técnicas microscopicas empleadas han sido: Microscopia Electronica

de Transmision (TEM), Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Microscopia

Electronica de Barrido por Emision de Campo (FESEM).
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Figura 2.1. Tipos de interaccion electréon-materia.

2.2.1.1  Microscopia electrénica de transmision (TEM)

En la microscopia electronica de transmision (TEM), una muestra
delgada se irradia con un haz de electrones de densidad de corriente uniforme,
cuya energia esta dentro del intervalo de 100 a 200 keV. Parte de esos electrones
son transmitidos, otra parte son dispersados y otra parte da lugar a interacciones
que producen distintos fenomenos como emision de luz, electrones secundarios
y Auger, rayos X, etc. El microscopio electronico de transmision emplea la
transmision/dispersion de los electrones para formar imagenes [135]; la
difraccion de los electrones para obtener informacion acerca de la estructura
cristalina; y la emision de rayos X caracteristicos para conocer la composicion
elemental de la muestra (composicion quimica, de fases o mezcla de fases).

Una condicion para que se produzca la transmision de electrones a traves

de la muestra es que ¢sta sea delgada, es decir, transparente a los electrones. Es



recomendable no utilizar muestras de mas de 10 nm de grosor ya que cuanto
menor sea el espesor de la muestra mejor sera la calidad de las imagenes
obtenidas.

Los microscopios electronicos mas sencillos constan de dos lentes
formadoras de la imagen de manera muy parecida a los microscopios opticos
convencionales. La iluminacion proviene de un caion de electrones emitidos por
un filamento de W o LaBg. Los electrones son acelerados al aplicar un potencial
negativo (100 — 100 kV) y enfocados mediante dos lentes condensadoras sobre
una muestra delgada, transparente a los electrones.

Despueés de pasar a traves de la muestra los electrones son recogidos y
focalizados por la lente objetivo dentro de una imagen intermedia ampliada. La
imagen es ampliada ain mas gracias a las lentes proyectoras, que controlan la
ampliacion de la imagen en la pantalla fluorescente. La imagen final se proyecta
sobre una pantalla fluorescente o una pelicula fotografica.

La preparacion de las muestras consiste en la dispersion de ésta en etanol.
Posteriormente, la dispersion se deposita sobre una rejilla de carbon o metalica
y es introducida directamente en el microscopio.

En el presente trabajo se empleo el microscopio electronico de
transmision de 120 kV marca JEOL modelo JEM-1400 Plus. La fuente de
electrones empleada consiste en un filamento caliente de wolframio que por
efecto termoi6nico emite electrones, los cuales son acelerados por un potencial
de 100 a 200 kV. Se obtiene una resolucion entre lineas de 0.2 nm y entre puntos
de 0.38 nm. La camara de adquisicion de imagenes es de la marca GATAN modelo
ORIUS $C600. Esta montada en eje con el microscopio en la parte inferior y esta

integrada dentro del programa de adquisicion y tratamiento de imagenes GATAN
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DigitalMicrograph 1.80.70 para GMS 1.8.0. El equipo utilizado esta instalado en

Servicios Técnicos de Investigaci(')n de la Universidad de Alicante.

2.2.1.2  Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido es una técnica que permite
visualizar la morfologia de muestras solidas sobre el limite fisico de la optica,
permitiendo una resolucion de unos miles de A, dependiendo de la naturaleza de
la muestra [136]. La tecnica emplea una fuente de emision de electrones,
generalmente de wolframio o lantano, y un haz de electrones acelerados de entre
5y 30 keV. Esta consiste, principalmente, en enviar un haz de electrones a la
superficie de la muestra y, mediante un detector apropiado, registrar los
electrones secundarios y retrodispersados. El haz se desplaza sobre la muestra
realizando un barrido en las direcciones X e Y, de tal forma que la intensidad de
la imagen varia en cada punto con la intensidad del haz de electrones generado
en la superficie.

Los electrones arrancados de los atomos de la muestra, producto del
bombardeo de electrones del haz primario, son denominados electrones
secundarios. Estos, proporcionan informacion acerca de la topografia superficial
y es la senal con la que se obtiene una imagen de la muestra. Debido a la baja
energia de los electrones secundarios (menos de 50 eV), en su viaje hacia el
exterior de la muestra van perdiendo energia por diferentes interacciones, de
forma que solo los que estan muy proximos a la superficie tienen alguna
probabilidad de escapar del material y llegar al detector. Por tanto, la sefial de
los electrones secundarios procede de la misma superficie y de una pequefiisima
zona por debajo de ella, en torno a unos pocos nanometros (del orden de 5a 10

nm). Por otra parte, al ser electrones de baja energia, pueden ser desviados



facilmente de su trayectoria emergente inicial, y se puede obtener informacion
de zonas que no estan a la vista del detector. Esta particularidad es fundamental
para otorgar a esta senal la posibilidad de aportar informacion “del relieve”.

Los electrones que rebotan elasticamente sobre la superficie se
denominan electrones retrodispersados. Su energia es superior a 50 eV y la
profundidad del sitio de la que proceden (del orden de centenas de nanometros)
es mayor que la de los electrones secundarios. La intensidad de la sehal de
electrones retrodispersados, para una energia dada del haz, depende del nimero
atomico de los atomos del material. Este hecho permite, a partir de diferencias
de intensidad, distinguir fases de material de diferente composicion quimica,

) . ) . ,
aunque no exista ninguna diferencia de topografia entre ellas. Las zonas con
mayor nimero atomico (Z) se veran mas oscuras que las zonas que tienen menor
numero atomico. Esta es la principal aplicacion de la sefal de electrones
retrodispersados.

Las muestras que vayan a ser analizadas mediante microscopia
electronica de barrido deben ser secadas antes de ser introducidas en el

. . . . . ,
microscopio, de otro modo la baja presion en el mismo causara que el agua (y
otros liquidos volatiles) se evapore saliendo violentamente de la muestra
alterando la estructura de la misma. Cuando se desea visualizar una muestra en
un microscopio electronico de barrido ésta debe ser conductora ya que, de no
, . . . ,

ser asi, se carga durante la irradiacion por una acumulacion de carga que desvia
el haz electronico y, como consecuencia de ello aparecen distorsiones en la
. ./ . /
imagen. Una solucion a este problema es recubrir la muestra con una pelicula
conductora, de espesor comprendido entre 10 y 25 nm.

La eleccion del material con el que se va a recubrir la muestra depende

fundamentalmente del estudio que se va a realizar. Asi, para la observacion de
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imagenes de electrones secundarios el oro y el oro-paladio son los materiales que
ofrecen mejores resultados; al ser elementos pesados, producen mayor emision.
Cuando lo que se pretende es realizar un estudio microanalitico es recomendable
emplear carbono. El bajo nltmero atomico de este elemento lo hace
practicamente transparente a los rayos X emitidos por la muestra. Tambien se
emplean, a veces, aluminio, cromo, etc. Ademas es importante que la muestra
no se recubra con un material que forme parte de ella.

El microscopio electronico de barrido utilizado en este trabajo es de la
marca JEOL JSM-840, instalado en Servicios Técnicos de Investigacion de la
Universidad de Alicante. Este equipo consta de un detector de electrones
secundarios tipo centelleador fotomultiplicador con resolucion de 4 a 3.5 nm y
un detector de electrones retrodispersados tipo Si P-N con resolucion de 10 a 5

nm.

2.2.1.3 Microscopia electrénica de barrido de emisién de campo
(FESEM)

El microscopio electronico de barrido de emision de campo (FESEM),
es un instrumento que al igual que el microscopio SEM es capaz de ofrecer una
amplia variedad de informacién procedente de la superficie de la muestra, pero
con mayor resolucion y con un rango de energla mucho mayor. El
funcionamiento es igual al de un SEM convencional; se barre un haz de electrones
sobre la superficie de la muestra mientras que en un monitor se visualiza la
informacion que nos interesa en funcion de los detectores disponibles.

La mayor diferencia entre FESEM y SEM reside en el sistema de
generacion de electrones. El microscopio FESEM utiliza como fuente de

electrones un cafion de emision de campo que proporciona haces de electrones



de alta y baja energia muy focalizados, lo que mejora notablemente la resolucion
espacial y permite trabajar a muy bajos potenciales, de 0.02 a 30 kV, permitiendo
observar muestras sensibles al haz de electrones sin danarlas y minimizando los
efectos de carga. Otra caracteristica muy destacable de los microscopios FESEM
es la utilizacion de detectores dentro de la lente. Estos detectores estan
optimizados para trabajar a alta resolucion y muy bajo potencial de aceleracion,
por lo que son fundamentales para obtener el maximo rendimiento al equipo.
El equipo instalado en Servicios Tecnicos de Investigacion de la
Universidad de Alicante y usado en esta tesis es un microscopio electronico de
barrido de emision de campo (FESEM) marca ZEISS modelo Merlin VP Compact
equipado con un sistema de microanalisis por EDX marca BRUKER modelo

Quantax 400. La resolucion que alcanza es 0,8 nma 15kVy 1,6 nma 1 kV.

2.2.2  Técnicas espectroscopicas

La espectroscopia surgio con el estudio de la interaccion entre la
radiacion electromagnética y la materia. La radiacion electromagnetica se
atribuye a las diferencias de energia en las transiciones de los electrones de unos
niveles atomicos a otros. La espectroscopia estudia en qué frecuencia o longitud
de onda una sustancia puede absorber o emitir energia en forma de un cuanto de
luz. La energia de un foton (un cuanto de luz) de una onda electromagnética o su
correspondiente frecuencia, equivale a la diferencia de energia entre dos estados
cuanticos de la sustancia estudiada: AE =hv, donde h es la constante de Planck y
V es la frecuencia del haz de luz u onda electromagnetica asociada a ese cuanto de

luz y AE es la diferencia de energia. En esta ecuacion se basa la espectroscopia.
Las diferencias de energia entre estados cuanticos dependen de la composicion

elemental de la muestra o de la estructura de la molecula, por eso estas técnicas
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nos permiten obtener informacion desde un punto de vista cualitativo y
cuantitativo [137].

Existen distintos tipos de metodos espectroscopicos, segin la naturaleza
de su interaccion, se pueden distinguir los siguientes:

-De absorcion. Usa el rango del espectro electromagnético en el cual
una sustancia absorbe. Incluye la espectrometria de absorcion atomica y varias
tecnicas moleculares, como la espectroscopia infrarroja (IR) y la resonancia
magnetica nuclear (RMN).

-De emision. Usa el rango del espectro electromagnetico en el cual una
sustancia irradia (emite). La sustancia primero debe absorber la energia. Esta
energia puede proporcionarse con distintas fuentes, éstas determinan el nombre
de la emision subsiguiente, como la luminiscencia. Las técnicas de luminiscencia
moleculares incluyen la espectrofluorimetria.

-De dispersion. Mide la cantidad de luz que una sustancia dispersa en
ciertas longitudes de onda, angulos de incidencia y angulos de polarizacion. El
proceso de dispersion es mucho mas rapido que el proceso de
absorcion/emision. Una de las aplicaciones mas ttiles es la espectroscopia
Raman.

De todas las tecnicas espectroscopicas, la que se ha usado en esta tesis ha
sido la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) en modo

transmision.

2.2.2.1 Espectroscopia FTIR en modo transmision

La espectroscopia infrarroja es una tecnica empleada principalmente en
la elucidacion de estructuras moleculares, aunque tambien se emplea con fines

cuantitativos [138].



Cuando la radiacion infrarroja incide sobre una muestra, es capaz de
provocar cambios en los estados vibracionales de las moléculas constituyentes de
la misma. La absorcion de radiacion por parte de una muestra es indicativa del
tipo de enlaces y grupos funcionales presentes.

Tanto desde el punto de vista instrumental como de sus aplicaciones es
conveniente dividir la region infrarroja en tres regiones denominadas infrarrojo
cercano (NIR), infrarrojo medio (MIR) e infrarrojo lejano (FIR). La gran mayoria
de las aplicaciones analiticas clasicas de la espectroscopia infrarroja se basan en el
empleo del infrarrojo medio (4000-600 cm™) y el infrarrojo cercano (13000-
3300 cm'), que proporciona la posibilidad de convertir esta técnica en una
técnica cuantitativa.

La radiacién infrarroja a diferencia de la radiacion UV, no es lo
suficientemente energética como para inducir transiciones electronicas. La
absorcion en el IR se restringe a los compuestos con diferencias de energia
pequenas en los posibles estados vibracional y rotacional.

Para que una molécula absorba radiacion IR, las vibraciones o rotaciones
dentro de la misma deben causar un cambio neto en su momento dipolar. El
campo eléctrico alternante de la radiacion interacttia con las fluctuaciones en el
momento dipolar de la molécula. Si la frecuencia de la radiacion es igual a la
frecuencia vibracional de la molécula, entonces la radiacion sera absorbida,
causando un cambio en la amplitud de vibraciéon molecular [139].

Los atomos en las moléculas no estan en un posicion fija; se hallan sujetas
aun numero de vibraciones diferentes. Las vibraciones pueden clasificarse en dos
categorias principales: Streching (tension) y Bending (torsion o deformacion).

Streching: cambios en las distancias interatomicas a lo largo del eje de

enlace.
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Bending: cambios en los angulos entre dos enlaces. Hay cuatro tipos de
torsion o deformacion. En el plano: Rocking (balanceo) y Scissoring (vibracion en

tijera); Fuera del plano: Wagging (cabeceo) y Twisting (torsion).

Figura 2.2. Vibraciones de tension y deformacion.

La tecnica de transformada de Fourier, que permite mediante una
operacion matematica, convertir un espectro en dominio del tiempo a un
espectro en dominio de frecuencia, permite la obtencion de espectros de forma
rapida, precisa y con relaciones Senal/Ruido (§/N) elevadas.

Esta técnica se basa en el analisis de la informacion vibracional contenida
en un haz de luz infrarroja tras su interaccion con una muestra problema. Los
espectros resultantes representan la intensidad (/) de la radiacién transmitida
(1/1y, transmitancia) o absorbida (-Iog(I/1)), absorbancia) por la muestra frente
al nimero de onda, o niimero de ciclos por unidad de longitud, v en cm™, que
es una magnitud proporcional a la frecuencia y, por tanto, a la energia de la
radiacion.

Los enlaces entre los atomos que conforman las moleculas discretas y las
macromoléculas presentan unas energias caracteristicas para la excitacion de sus

distintos modos vibracionales, los cuales quedan en el intervalo de energias de la



radiacion infrarroja, tipicamente 4000 a 400 cm™'. Dichas energias dependen de
la naturaleza de los atomos directamente enlazados, del orden del enlace, del tipo
de vibracion (tension simetrica/antisimétrica, V-flexion/deformacion en el
plano y fuera del plano) y en menor medida de efectos electronicos del entorno
molecular o del medio que lo rodea. A la frecuencia caracteristica para excitar
uno de los modos vibracionales de un determinado enlace o grupo funcional
presente en la muestra, el espectro infrarrojo presentara un pico en el espectro
de transmision, correspondiente a la absorcion de radiacion que ha tenido lugar.
La intensidad de este pico depende de la concentracion del grupo responsable,
asi como de un parametro cuantico que describe la eficiencia con que se da la
absorcion.

En modo transmision la radiacion IR atraviesa la muestra registrandose
la cantidad de energia absorbida por la muestra. A partir de la comparacion de la
radiacion registrada tras atravesar la muestra, con un experimento de referencia
se obtiene el espectro IR. Esta técnica permite analizar con los accesorios
adecuados, muestras gaseosas, liquidas y solidas. En caso de muestras solidas,
¢stas se muelen junto con KBr en polvo (opticamente transparente al IR) y se
prensa para obtener una pastilla delgada que se expone a la radiacion infrarroja.

Esta configuracion (transmision) es la que se ha usado en este trabajo, es
la mas extendida para muestras solidas pulverulentas.

El equipo utilizado en la caracterizacion de materiales de silice fue un
espectrofotometro Nicolet 5700 con detector de sulfato de triglicina deuterada

(deuterated triglicine sulfate, DTGS) y transformada de Fourier.
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2.2.3  Técnicas termogravimétricas

La termogravimetria (TG) se define como la técnica en que se mide el
peso de una muestra frente al tiempo o a la temperatura mientras se somete la
muestra a un programa de temperatura controlado en una atmosfera especifica
[140].

El programa de temperatura puede ser mantener a temperatura
constante (isotermo), calentamiento a velocidad constante (el mas habitual junto
al isotermo), enfriamiento o cualquier combinacion de ellos. Lo habitual es que
se produzca una perdida de peso pero tambien es posible que haya una ganancia
de éste. La atmosfera puede ser estatica o dinamica con un caudal determinado
(tambicen se emplean condiciones de presion reducida) y los gases mas habituales
son N,, aire, Ar, CO,. También se usan H,, Cl,, o SO,. Una caracteristica
fundamental de la TG es que solo permite detectar procesos en los que se
produce una variacion de peso tales como descomposiciones, sublimaciones,
reduccion, desorcion, absorcion, etc. mientras que no permite estudiar procesos
como fusiones, transiciones de fase, etc.

Los metodos térmicos a menudo requieren analisis complementarios
mediante otras técnicas para una completa comprension de los procesos que estan
ocurriendo, incluso de los mas sencillos. Los métodos térmicos mas utilizados de
manera simultanea con la TG son el analisis termico diferencial (DTA) y la
calorimetria diferencial de barrido (DSC) dando lugar a las tecnicas TG-DTA y
TG-DSC. Por su parte los productos desprendidos en un analisis
termogravimétrico pueden analizarse mediante cualquier método analitico: los
gases pueden separarse mediante una columna cromatografica de gases, pueden
analizarse mediante espectroscopia infrarroja (TG-IR) o por espectrometria de

masas (TG-MS).



En esta tesis las distintas muestras de silice fueron analizadas empleando

termogravimetrl'a acoplada a un espectrometro de masas.

2.2.3.1 Termogravimetria acoplada a espectrometria de masas (TG—MS)

La espectrometria de masas es una magnifica tecnica para la
identificacion de gases y vapores. Si una muestra en estado gaseoso se introduce
en un espectrometro de masas en condiciones de alto vacio (del orden de 10
mbar) las moléculas pueden ser ionizadas de diferentes formas, por ejemplo
mediante impactos con electrones de alta energia acelerados mediante una
diferencia de potencial del orden de 70 V:

M+e™ > M™* +2e”

La especie M'* es el ion molecular, normalmente un catién radical con
un electron desapareado. Con una energia tan elevada, hay una alta probabilidad
de que el ion molecular se divida en un fragmento i6nico de masa mas pequefia y
un fragmento neutro. El patron de fragmentacion es caracteristico de la molécula
estudiada y puede utilizarse como una especie de huella dactilar [138].

El equipo utilizado es el que se encuentra en Servicios Técnicos de
Investigacion en la Universidad de Alicante, se trata de un equipo de TG-DTA
de la marca METTLER TOLEDO modelo TGA/SDTA851e/LF/1600, capaz de
trabajar entre temperatura ambiente y 1600 °C. En cuanto al Espectrometro de
Masas, se trata de un equipo cuadrupolar de la marca PFEIFFER VACUUM modelo
THERMOSTAR GSD301T con un rango de masas de hasta 300 uma, con un

detector SEM (multiplicador electronico).
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2.2.4  Técnicas electroquimicas

Las técnicas electroquimicas permiten el analisis de los procesos que
ocurren en la superficie del electrodo (electrodo de trabajo o working electrode,
WE) sumergido en un electrolito. La informacion fundamental de estas tecnicas
viene dada por la corriente eléctrica (i) que pasa a traves del electrodo como
respuesta a un estimulo, en una determinada escala de tiempo.

El estimulo al que se hace referencia es una diferencia de potencial (AE)
aplicada respecto a otro electrodo (electrodo no polarizable, electrodo de
referencia o reference electrode, RE). La corriente medida sobre el electrodo tiene
un doble origen, ya que puede proceder tanto de la migracion de iones para
compensar cargas fijas en la superficie del electrodo (fenomenos capacitativos),
o moléculas que experimentan una reaccion de oxidacion-reduccion como
resultado del potencial electroquimico aplicado (fenomenos faradicos) [63].

Celda electroquimica de tres electrodos.

Las técnicas electroquimicas requieren el uso de un electrodo auxiliar
ademas del electrodo que se desea caracterizar y el electrodo de referencia.

Para que circule corriente es necesario un segundo electrodo sumergido
en la disolucion, llamado contra-electrodo o counter electrode (CE). Sobre ¢él tiene
lugar una reaccion complementaria a la que ocurre en el electrodo de trabajo
(WE) que cierra el transito de cargas a través del sistema. Generalmente, se trata
de un material inerte cuya reactividad electroquimica no implica la disolucion de
iones metalicos, los mas adecuados son el Pt, el Au y los materiales carbonosos
inertes.

Entre los electrodos de referencia mas comunes se encuentran los
electrodos de referencia de H,(g) en el cual se burbujea H, sobre un negro de Pt

con elevada area superficial sumergido en una disolucion con electrolito soporte



(Normal Hydrogen Electrode, NHE, para pH=0 y Reversible Hydrogen Electrode, RHE
para pH igual al de la disolucion de trabajo); los electrodos de segunda especie
como el Ag/AgCl y el de calomelanos (Hg/Hg,Cl,) generalmente sumergidos
en disoluciones concentradas de NaCl o KCI; y por daltimo los electrodos
denominados pseudo-referencias por tener un potencial sensible a las
condiciones de trabajo, siendo el mas tipico un hilo de Ag el cual es sumergido

directamente en la disolucion de trabajo.

Figura 2.3. Celda electroquimica de tres electrodos.

Como puede observarse en la figura 2.3 ademas de los tres electrodos ya
descritos se hace uso de un pasador de gases con el objetivo de eliminar oxigeno
disuelto en disolucion mediante burbujeo de N, (g). Esto suele realizarse a traves
de un burbujeo constante durante al menos 10 minutos antes de comenzar el
experimento, y a continuacion se pasa a mantener purgado el ambiente interno
de la celda con el N,, con el objetivo de mantener una atmosfera inerte durante

las medidas electroquimicas.
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También se suele usar un capilar Luggin provisto de una llave que
permite mantener al electrodo de referencia en un pequefo compartimento
saturado de H, (g) y ajeno a posibles cambios en la composicion de la disolucion.
El uso de un hilo de Pt como parte del sistema de referencia aconseja llenar el
Luggin con una disolucion que solo contenga el electrolito soporte.

Los electrodos auxiliares comunmente empleados en la presente tesis
son:

-contra-electrodo (CE): hilo de Pt.

-electrodo de referencia (RE): RHE (E=-0.059-pH vs NHE) o pseudo-
referencia de Ag para casos especificos.

Dispositivos electronicos para estudios electroquimicos.

Ademas de los electrodos, se necesita un dispositivo electronico que
permita fijar el potencial entre el WE y el RE, a la vez que mide la corriente
entre WE y CE. Ademas, para aprovechar todas las posibilidades que ofrece la
electroquimica es necesario que estos dispositivos sean capaces de generar
programas de potencial complejos tales como: barridos de potencial a distintas
velocidades, saltos sencillos o multiples entre distintos valores de potencial,
programas ciclicos, etc. Es por ello que un sistema electroquimico completo
necesita, ademas de la celda, los siguientes componentes:

-un potenciostato;

-un dispositivo generador de sefales (programable), que indica al
potenciostato el potencial que debe establecer en cada instante.

-un registrador que digitalice la sefial de corriente circulada como
funcion de la variable potencial/tiempo.

Estos Componentes se conectan como se muestra en la figura 2.4.



Figura 2.4. Esquema de un sistema electroquimico de tres electrodos.

En el presente trabajo los equipos usados fueron un generador de sefales
EG&G Parc (Priceton Applied Research) Mod. 175, un potenciostato eDAQ EA161

y un registrador digital eDAQ ED401 controlados por el software eDAQ EChart.

2.2.4.1 Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica es una de las técnicas electroquimicas mas
empleadas por su sencillez operacional y la cantidad de informacion que se puede
obtener con un simple voltamperograma. Se trata de un metodo
potenciodinamico en el que el potencial aplicado sobre el electrodo de trabajo es
variado a velocidad constante entre dos valores limite de potencial de forma
ciclica. El perfil potencial-tiempo de un ciclo es de tipo triangular (figura 2.5),
en el que el vertice es el limite superior de potencial y la pendiente de los lados
es la velocidad de barrido.

La respuesta tipica de un proceso faradico de una especie R en disolucion
se muestra en la figura 2.5. La corriente aumenta a medida que lo hace el sobre-
potencial aplicado (E-E,’), hasta que se alcanza el maximo gradiente de

concentracion para la especie reactiva, R, que es el que determina la velocidad a
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la que difunden las moleculas hacia la superficie. En el maximo de corriente, la
concentracion de la especie reactiva en la superficie desciende a cero, mientras
que el gradiente comienza a disminuir por empobrecimiento del entorno del
electrodo en dicha especie. En el barrido catodico el entorno se ha enriquecido

. . . . .
en la especie O, la reduccion de esta especie produce la corriente negativa
observada en el voltamperograma.

Una particularidad de la voltamperometria ciclica es que cualquier
disolucion preparada a partir de O o de R, siempre registrara los picos
correspondientes a las dos especies, debido a que durante el barrido (catodico o
anodico) se generan en las inmediaciones del electrodo la especie que

originariamente estaba ausente [141].

Figura 2.5. Zona superior: diagramas potencial—tiempo a distintas condiciones de
potencial inicial, potencial final y velocidad de barrido. Zona inferior izquierda:
voltamperograma tipico de una especie redox en disolucion; derecha: perfiles de

gradiente de concentracion para un determinado valor de potencial [141].



Por lo general, cuando las especies estan adsorbidas sobre la superficie
del electrodo el pico registrado es simetrico y no presenta cola difusional, ademas
que su maximo coincide en los dos sentidos del barrido, al no tener influencia el
control difusional (procesos de superficie).

A parte de los procesos faradicos descritos se deben tener en cuenta los
procesos de origen capacitativo, que dan lugar a una corriente base de signo
positivo en el barrido anodico (hacia potenciales mas positivos) y una corriente
base negativa en el barrido catodico (hacia potenciales mas negativos), como
resultado de la migracion de iones para compensar la creciente densidad de carga
de la superticie del electrodo. A esta contribucion “de fondo” se le denomina
comunmente carga de la “doble capa” y su magnitud en coulombios (carga
encerrada) esta relacionada con el area activa real del electrodo. A la hora de
estimar la corriente de pico relacionada con un proceso faradico sera necesario
trazar una linea base para la sustraccion de la corriente de fondo relacionada con

esta doble capa.

2.2.4.2 Cronoamperometria o salto potenciostatico

Esta técnica electroquimica consiste en aplicar un salto de potencial
sobre el electrodo de trabajo, desde un potencial inicial E; hasta un potencial final

E, (figura 2.6) registrandose la variacion de la corriente en el tiempo.
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(A) (B)

Figura 2.6. (A) Sefial de excitacion utilizada en un experimento cronoamperométrico

basico; (B) perfiles de concentracién para varios tiempos en el experimento [141].

La figura 2.6 muestra una curva E(V) vs t(s) donde el inicio del
experimento se da a un potencial E; (generalmente a un potencial donde no se
observan procesos faradicos) y a continuacion, se aplica un potencial continuo E,
hasta la finalizacion del experimento, este potencial puede ser de oxidacion o de
reduccion. Mediante el analisis de la corriente con el tiempo se pueden estudiar
procesos en disolucion y determinar los coeficientes de difusion.

El equipo usado para este tipo de experimento fue el mismo que el usado

para las medidas de voltamperometria ciclica.

2.2.4.3 Deposito por electrolisis a corriente constante

El electrodeposito o deposito electroquimico es un tratamiento
electroquimico que se emplea para modificar un material con una capa deseada,
por ejemplo, con resistencia a la corrosion, al desgaste o la abrasion, con
cualidades esteticas o para la modificacion de electrodos.

Se aplica una corriente eléctrica para provocar una reaccion redox que
produzca el deposito de una especie en disolucion. Tal como puede observarse

en la figura 2.7 tanto el anodo como el catodo, conectados a una fuente externa



de corriente continua (galvanostato), se encuentran inmersos en la disolucion

(bafio electrolitico) que contiene los precursores del deposito electroquimico.

e,

anodo catodo

— ||l

fuente de cc

bano electrolitico

Figura 2.7. Esquema del sistema usado para realizar el deposito electroquimico.

Para la realizacion del deposito electroquimico en esta tesis se ha usado

un galvanostato, como catodo una barra de carbon vitreo y como anodo un hilo

de Pt.

2.3 Disoluciones, reactivos y electrodos

El agua utilizada para la preparacion de todas las disoluciones se obtuvo
de un sistema ELGA Lab Water Purelab con una resistividad de 18.2 MQ2-cm medida
a 25 °C. Como electrolitos soporte se emplearon disoluciones de acido sulftrico
(H,SO4, 98%) suministrado por Merck, y disoluciones tamponadas a pH 7
preparadas con dihidrogeno fosfato de potasio (KH,PO,, 99.5%) y hidrogeno
fosfato de dipotasio (K,HPO,, 99.8%), reactivos suministrados por Merck y

Sigma-Aldrich, respectivamente.
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Las disoluciones de trabajo se desoxigenaron antes del comienzo de los
experimentos burbujeando, durante unos 15 minutos, gas nitrogeno (99.999%)
suministrado por Air Liquide.

Los reactivos utilizados fueron: tetractoxisilano (TEOS, 98%), metil-
trietoxisilano (MTES, 99%), n-propil-trietoxisilano (PrTES, 98%), isobutil-
trietoxisilano (isoBTES, 95%), octil-trimetoxisilano (OTMS, 96%), fenil-
trietoxisilano (PhTES, 98%), etanol (EtOH, 99.95%), acido L-ascorbico (AA,
99%), dopamina hidrocloruro (DA, 98%), (-)-epinefrina (EP, 97%) vy
norepinefrina (NE, 98%) suministrados por Sigma-Aldrich; cloruro potasico
(KCl, 99%), bromuro potasico (KBr, 99%) y acido clorhidrico (HCI, 37%)
suministrados por Merck; permanganato potasico (KMnO,, 99%), peroxido de
hidrogeno (H,0,, 20%) suministrados por VIWR International.

Los electrodos de trabajo utilizados fueron un electrodo policristalino de
platino, varillas de carbon vitreo (area geométrica = 0.07 cm?) suministradas por
Carbone Lorraine, modelo V-25. Como electrodo auxiliar se utilizé un hilo de
platino y como electrodo de referencia un electrodo reversible de hidrogeno
(RHE), burbujeando gas hidrogeno (99.999%) suministrado por Air Liquide.

Limpieza del material de vidrio

En voltamperometria ciclica la limpieza del material de vidrio que se
encuentra en contacto con las disoluciones es bastante importante. El protocolo
de limpieza es el siguiente:

Se sumerge el material de vidrio en una disolucion acida concentrada de
KMnO, durante unas 12 horas. La receta de preparacion de la disolucion
oxidante es la siguiente: 30 g de KMnO, + 5 mL H,S0, (98%) en 2 L de H,O.
De esta forma se consigue oxidar la materia organica presente a especies mas

sencillas de eliminar.



A continuacion, se extrae el material de vidrio de la mezcla oxidante y
se enjuaga con una disolucion acida de H,O,. Con esta disolucion se consiguen
reducir los restos de MnO,  que no hayan reaccionado. Luego el material es
lavado con abundante agua ultrapura (18.2 MQ2-cm) para eliminar las sales,
residuos y los productos de la oxidacion.

Tras el lavado se hierve repetidamente el material de vidrio en placas
calefactoras o en microondas con agua ultrapura, se pretende con ello eliminar
las sustancias que atn puedan quedar adheridas a las paredes del material.
Finalmente, el material se enjuaga con agua ultrapura y éste queda listo para ser
usado.

El altimo paso de este protocolo de limpieza consiste en comprobar el
grado de limpieza de la celda electroquimica. Para ello se realiza un
voltamperograma ciclico de un electrodo policristalino de Pt en la disolucion de
trabajo (normalmente H,SO, 0.5M, o tampon fosfato). La figura 2.8 muestra un
voltamperograma para un electrodo de Pt inmerso en una disolucion 0.5M de
H,SO,, se observa la zona caracteristica generalmente denominada adsorcion-
desorcion de hidrogeno (1,2 y 3,4 de la figura 2.8), aunque tambien se da la
adsorcion-desorcion del anion del electrolito; la zona no faradica completamente
horizontal (7 en la figura 2.8) y el proceso de oxidacion-reduccion superficial del
Pt (5, 6 en la figura 2.8).Lo que demuestra que el nivel de limpieza la celda es el
adecuado para trabajar.

Ademas, este Gltimo paso se utiliza como calibrado del electrodo de
referencia (RHE, Ag/AgCl, pseudoreferencia), teniendo en cuenta que la

produccion de hidrogeno con un electrodo de Pt ocurre a 0.0 V vs NHE.
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Figura 2.8. Voltamperograma ciclico de un electrodo policristalino de Pt inmerso en
una disoluciéon 0.5M H,SO,.
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3.1 Introduccidon

La silice es seguramente el polimero inorganico mas estudiado y por
ende conocido [67,142]. Como ya se expuso en el capitulo 1, mediante el
metodo sol-gel, a traves de la hidrolisis de alcoxidos metalicos adecuados y la
posterior condensacion de los silanoles formados en esa primera etapa (figura
3.1A), se preparan materiales hibridos inorganicos-organicos, permitiendo, de
una forma eficiente y sencilla, la incorporacion de grupos organicos a matrices
inorganicas. Los compuestos obtenidos, conocidos con el nombre de
organosilices (ORMOSIL), se caracterizan por tener enlaces silicio-carbono en
su estructura (figura 3.1B), es decir, grupos siloxano (del inglés siloxanes: silicon

oxygen alkanes) [143].

R
(A) Silanol (B) Siloxano

Figura 3.1 Estructura quimica de silanol (A) y siloxano (B).

Las propiedades de estos geles estan influenciadas por variables tales
como la relacion agua: catalizador:alcoxido en la disolucion precursora del gel, la
estructura del alcoxido precursor, el pH del medio de reaccion, el tipo de
disolvente, la temperatura y la concentracion total de las sustancias implicadas en
la reaccion [67]. Estos materiales tienen aplicaciones muy diversas, por ejemplo,
en catalisis, como recubrimientos protectores y de intercambio ionico, se usan
en tecnicas de separacion (cromatografia), impresion molecular, sensores

quimicos, entre muchas otras aplicaciones [78,79,96,97].

75



En la superficie de la silice se encuentran grupos silanol de distintos tipos:
aislados, geminales y vecinales, como los mostrados en la figura 3.2., estos le
confieren a la silice diferentes propiedades quimicas superficiales. Los grupos
silanol se consideran sitios con caracter hidrofilico, con distinto grado de acidez
[144]. Ademas, en la superficie de la silice se encuentran los grupos organicos

con los que haya sido modificada, que en general se consideran hidrofobos [142].

Vecinal

Quelante

Geminal

Menos acido Mas acido

Figura 3.2. Diferentes tipos de grupos silanol en la silice [144].

Ademas, los geles obtenidos con diferentes precursores Si-alcoxidos
presentan diferencias dependiendo del grupo organico enlazado a la matriz
. ! . . . . ./ / .
inorganica. Las diferencias en su estructura y composicion estan relacionadas con
diferencias en sus propiedades. En bibliografia se encuentran numerosos estudios
de las diferentes propiedades: quimica y area superficial, porosidad,
hidrofobicidad, estabilidad termica, morfologia, capacidad de retencion,

etc.[67,68,145,146].



En este capitulo se ha llevado a cabo la caracterizacion morfologica,
mediante el uso de tecnicas de microscopia electronica de transmision (TEM) y
microscopia electronica de barrido por emision de campo (FESEM).

También se han empleado tecnicas de analisis termogravimetrico (TG)
para estudiar la estabilidad térmica y conocer como es la interaccion entre los
grupos organicos y el silicio. Con el objetivo de hacer un analisis mas completo,
el analisis termico se realizo acoplado a espectrometria de masas. Esta técnica
permite ademas conocer la composicion del gel formado.

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) en
modo transmision fue utilizada para obtener informacion acerca de los distintos
grupos funcionales presentes en la silice. Con esta técnica se examino el efecto
de los grupos organicos presentes en la silice con cadenas alifaticas de distinta

longitud y ramificacion, asi como la presencia de grupos aromaticos.

3.2 Experimental

Los reactivos utilizados fueron: tetractoxisilano (TEOS), metil-
trietoxisilano (MTES), n-propil-trietoxisilano (PrTES), isobutil-trietoxisilano
(isoBTES), octil-trimetoxisilano (OTMS), fenil-trietoxisilano (PhTES), etanol
(EtOH), cloruro potasico (KCl), acido clorhidrico (HCI) pureza del 37%. Todas
las disoluciones fueron preparadas usando agua ultrapura (18.2 M£2-cm)
obtenida de un sistema ELGA Lab Water Purelab. Para mas detalles ver el capitulo
2.

Como se explico en el capitulo 1 (epigrafe 1.2.1) para sintetizar silice
mediante el metodo sol-gel se llevan a cabo dos reacciones, la primera de ellas
consiste en la hidrolisis acida de los precursores. En el caso de la silice

convencional (SC) se mezclan 6 mL de TEOS (0.0269 moles), 8.2 mL de EtOH
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y 5.8 mL de una disolucion que contiene 0.01M HCI + 0.46 M KCl, y se agita
durante una hora con agitacion magnetica. El EtOH acta como co-disolvente,
el HCI como catalizador acido y el KCI proporciona la conductividad necesaria
para llevar a cabo la etapa de condensacion mediante una reaccion
electroquimica. Una vez realizada la hidrolisis tenemos una disolucion
metaestable, conocida como sol, formada por coloides de silice.

La segunda etapa, la condensacion, se llevo a cabo mediante una reaccion
electroquimica, por via catodica.

La figura 3.3 muestra el voltamperograma ciclico estabilizado para un
electrodo de carbon vitreo inmerso en una disolucion sol que contiene KCI como
electrolito soporte. En el barrido hacia potenciales negativos se observa la

aparici(')n de una corriente negativa a potenciales menos negativos que -0.5V.

0.0 4 I |

-2.0x10™
<
~

-4.0x10™ -

-6.0x10™"

2.0 -1.5 -1.0 0.5 0.0 0.5
E/V vs RHE

Figura 3.3. Voltamperograma ciclico estabilizado de un electrodo de carbon vitreo

inmerso en una disolucion precursora de silice (TEOS+HCI+EtOH).



Esta corriente negativa corresponde a un proceso de reduccion, seguan
bibliografia podrian ocurrir las siguientes reacciones [147]:

0, + 2H,0 + 4e™ - 40H™ (3.1)
2H* +2e~ - H, (3.2)

Puesto que estamos en una disolucion no desoxigenada la reduccion de
oxigeno puede darse aunque en menor extension que la reduccion de los
protones para generar H,, en ambos casos, se produce un aumento del pH. Este
aumento de pH acelera los procesos de gelificacion de la silice en el entorno del
electrodo.

Aprovechando este efecto se preparo un dispositivo experimental para
llevar a cabo la modificacion de los electrodos con peliculas de silice, que se
muestra en la figura 3.4. Al electrodo de carbon vitreo inmerso en el sol se le
aplica una corriente negativa (-0.175 mA) y como consecuencia se produce la
reduccion de agua y un aumento del pH en las cercanias del electrodo,
provocando la gelificacion de la silice. La corriente fue aplicada durante 1
minuto. Como anodo se utilizo un hilo de Pt con forma espiral.

Ademas de silice convencional podemos sintetizar de igual forma silice
modificada organicamente (ORMOSIL). Las disoluciones precursoras de los
distintos ORMOSIL se prepararon siguiendo el mismo procedimiento utilizado
para la silice convencional, pero reemplazando parte del precursor TEOS por los
correspondientes  precursores  modificados  con  grupos  organicos
(trialcoxisilanos): metil-trietoxisilano (MTES), n-propil-trietoxisilano (PrTES),
isobutil-trietoxisilano  (isoBTES), = octil-trimetoxisilano  (OTMS) y fenil-
trietoxisilano (PhTES). Los moles totales de precursor de silicio se mantuvieron

constantes (0.0269 moles).
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Figura 3.4. Esquema del deposito electroasistido.

En la tabla 3.1 se muestra la nomenclatura utilizada para identificar las
distintas capas de silice sintetizadas. Asi, la silice convencional (SC) preparada tal
y como se describio anteriormente se etiqueté como SC. Para el caso de las capas
modificadas con grupos organicos (R) se etiquetaron empleando el termino xR,
siendo x la fraccion molar de precursor organico (R—Si(EtO);) en la mezcla
inicial (expresada como %) y R un identificador del grupo organico empleado y
sustituido por : M para R = —CHj (metilo); P para R= —CH,CH,CHj (propilo);
I para R= —CH(CH3); (isobutilo); O para R=—(CH,);CHj (octilo); y F para R=
—CgH; (fenilo). En general, una pelicula de gel de silice xR se representa con la
formula Si0;_osyR,, sustituyendo x por el valor correspondiente para cada
concentracion se obtiene la composicion teorica del gel, tal como se muestra en
la tabla. Asi por ejemplo, la silice etiquetada como 51 corresponderia a una capa
sintetizada a partir de una disolucion precursora en la que el 5% de los moles de
precursor son de isobutil-trietoxisilano y el 95% restante de tetraetoxisilano

(Si(EtO),).



Tabla 3.1. Fraccion molar expresada como moles de precursor orgénico de silicio
entre moles totales de precursor de silicio en las disoluciones precursoras de silice

modificada organicamente, xR (moles totales de silicio=0.0269).

Fraccion molar Composicién tedrica , .
Acréonimo
R-Si(EtO);/moles Si totales del gel
0 Sio, SC
0.01 SiO1.995R0 01 IR
0.05 SiO; 575R 05 5R
0.10 SiO; 0sRo 10R
0.20 SiO; sRy 20R

Para realizar los analisis por microscopia electronica de transmision
(TEM), analisis termogravimeétrico acoplado a espectrometria de masas
(TG/MS) y espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier por
transmision (FTIR) la silice se obtuvo sintetizando peliculas sobre barras de
carbon vitreo, se rasparon y se acumul6 la cantidad necesaria para cada analisis.

En el caso de analisis termogravimetrico (TG) se moltur6 la silice y se
seco durante toda la noche usando una estufa a vacio a 65°C para eliminar la
humedad; posteriormente, se usaron 20 mg de muestra en un crisol de alamina.
Los analisis termogravimétricos se realizaron en las condiciones siguientes:

-Atmosfera N,:O, en relacion 4:1

-Flujo: 100 mL min"'

-Etapa isoterma a 25°C durante 120 minutos

-Rampa de temperatura de 10°C-min" hasta 700°C

-Acoplado a un espectrometro de masas en modo SIM (Single-Ion
monitoring) y se siguio la masa 44 con el fin de determinar el contenido en grupos

orgénicos en la silice sintetizada.
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Estos analisis se realizaron con el equipo que se encuentra en Servicios
Tecnicos de Investigacion en la Universidad de Alicante, se trata de un equipo de
TG-DTA de la marca METTLER TOLEDO modelo TGA/SDTA851e/LF/1600.
En cuanto al espectrometro de masas, es un equipo cuadrupolar de la marca
PFEIFFER VACUUM modelo THERMOSTAR GSD301T con un rango de masas de
hasta 300 uma y con detector SEM (multiplicador electronico).

Para la caracterizacion por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) en modo transmision, la silice se sec6 durante toda la noche
usando una estufa a vacio a 65°C para eliminar la humedad. La silice en polvo se
molturo con KBr con una concentracion de 0.2% en peso (400 mg de KBr y 1
mg de silice). Se pesaron 150 mg de esta mezcla y se prensaron aplicando 3.5 Tn
durante 15 minutos usando un molde para obtener una pastilla. Los espectros se
obtuvieron adquiriendo 100 interferogramas con una resolucion de 8 cm™, en
modo transmision. El equipo utilizado fue un espectrofotometro Nicolet 5700
con detector de sulfato de triglicina deuterada (deuterated triglicine sulfate,

DTGS).

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Caracterizacion por microscopia electronica

La caracterizacion morfo]égica de las peliculas de silice obtenidas
electroquimicamente se ha llevado a cabo utilizando técnicas de microscopia
electronica de transmision y de barrido por emision de campo (FESEM).

3.3.1.1 Microscopia electréonica de transmision
Para la caracterizacion electronica de transmision (TEM), la silice se

obtuvo tal y como se explica en la parte experimental de este capitulo (epigrafe

3.2). La silice obtenida en forma de polvo se suspendi6 en etanol y se soporto



sobre una rejilla de carbono o metalica para ser estudiada. El equipo utilizado fue
el microscopio electronico de transmision de 120 kV marca JEOL modelo JEM-
1400 Plus disponible en los Servicios Tecnicos de Investigacion en la Universidad
de Alicante.

En la figura 3.5 se muestran las micrografias obtenidas para silice
convencional (SC) y silice modificada con distintos grupos organicos con una

relacion molar del 10% del alcoxido correspondiente (10R) en la disolucion

precursora.

Figura 3.5. Micrografias realizadas por TEM para (A) silice convencional (SC); silice
10M (B), 10P (C), 101 (D), 100 (E) y 10F (F).

La micrografia correspondiente a silice convencional (SC) se puede
observar en la figura 3.5A, se aprecia una estructura poco caracteristica y
compacta que debe ser el resultado de la agregacion de los coloides de silice, si

bien estos no se aprecian claramente tienen una medida aproximada de 5-10 nm.
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Las micrografias de silice modificada organicamente usando el 10% de
alcoxido precursor (10R) se observan en las figuras 3.5 (B-F), de igual forma que
para silice convencional se observa una estructura poco caracteristica, aunque
algo menos compacta que para SC y los coloides se observan algo mas
claramente, con tamanos de 10-30 nm para silice modificada con grupos metilo,

propilo, isobutilo, octilo y fenilo.

3.3.1.2  Microscopia electréonica de barrido por emision de campo

Para la caracterizacion de silice por microscopia electronica de barrido
por emision de campo (FESEM), las peliculas se prepararon sobre electrodos de
carbon vitreo y exentas de humedad, se introdujeron en el portamuestras del

microscopio sin ningﬁn tipo de pretratamiento.

Figura 3.6. Micrografias obtenidas por FESEM (A) para un electrodo de carbon vitreo
sin modificar y (B) un electrodo de carbon vitreo modificado con silice convencional

(SC).

En la figura 3.6A se muestra la micrografia obtenida por FESEM para un
electrodo de carbon vitreo sin modificar. Se observa que tiene un aspecto
heterogéneo, se pueden apreciar agujeros y las estrias como consecuencia del

proceso de lijado del electrodo.



En la figura 3.6B se muestra la micrografia de un electrodo de carbon
vitreo modificado con silice convencional, se observa que la silice al secarse lo

hace formando espirales.

Figura 3.7. Micrografias obtenidas por FESEM para un electrodo de carbon vitreo

modificado con silice convencional (A) y con silice modificada con distintos grupos
organicos: (B) 10% metilo, (C) 10% propilo, (D) 10% isobutilo, (E) 10% octilo y (F)
10% fenilo.
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En la figura 3.7 se muestran las micrografias de un electrodo de carbon
vitreo modificado con silice convencional (A) y silice modificada con el 10% de
los distintos grupos organicos: (B) metilo, (C) propilo, (D) isobutilo, (E) octilo
y (F) fenilo. En todos los casos se observa que estos geles se secan formando
placas de tamanos comprendidos entre 5-20 ym y con un grosor de ~2 um.

En la figura 3.8 se muestran las micrografias para electrodos de carbon
vitreo modificados con silice funcionalizada con el 20% de distintos grupos
organicos: (A) propilo y (B) octilo. Se observa la formacion de agregados para
silice modificada con el 20% de grupos propilo y octilo en la disolucion
precursora del gel. En el caso de la silice modificada con grupos propilo (A) estos
agregados tienen forma de hebras y para grupos octilo (B) tienen forma esferica
con tamanos comprendidos entre 1y 20 um. Esto se debera probablemente a la
segregacion de fases, que es mas comun cuando los valores de concentracion de
precursor organico es elevada [148,149]. Para silice modificada con los otros

grupos orgénicos no aparecen agregados.

Figura 3.8. Micrografias FESEM de un electrodo de carbon vitreo modificado con (A)
silice 20P (5% n-propil-trietoxisilano) y (B) 200 (20% octil-trimetoxisilano).



3.3.2  Caracterizacion por analisis termogravimétrico

La termogravimetria es una técnica de analisis termico en la que se mide
la variacion de masa en funcion del tiempo o la temperatura mientras la muestra
es sometida a un programa de temperatura controlado en una atmosfera
especifica.

En primer lugar se han analizado una serie de muestras, en concreto silice
convencional y distintas silices 10R, para conocer en detalle la interaccion entre
el grupo organico (R) y el silicio. Las condiciones del analisis se muestran en la
parte experimental de este capitulo (epigrafe 3.2).

La figura 3.9A muestra el termograma o curva termogravimetrica (TG)
para una muestra de silice convencional (SC). En ella observamos el cambio de
masa expresado como porcentaje frente a la temperatura (linea negra). Tambiéen
esta representada la curva DTG (linea roja, la primera derivada de la curva TG
frente a la temperatura), es decir, la velocidad de pérdida o ganancia de masa,
expresada en mg-s”'. En esta figura vemos que la masa de la muestra empieza a
descender a una temperatura proxima a 100°C, por encima de esta temperatura
se observa una peérdida de masa constante con la temperatura no observandose
procesos muy definidos. La curva DTG (linea roja) nos muestra la velocidad del
cambio de masa, en este caso pérdida de masa, al aumentar la temperatura.
Alrededor de 100°C observamos un pico que puede relacionarse con la pérdida
de agua contenida en el gel, y para valores de temperatura mayores se observan
cambios pero no tan agudos.

En la figura 3.9B se muestra la cuantificacion de la sehal obtenida por
espectrometria de masas para m/z 44 (CQO,), se observan dos picos alrededor de

100 y 400°C.
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La perdida de masa que tiene lugar a 100°C tambien podria relacionarse
con la pérdida de moleéculas de EtOH que podrian haber quedado en los poros
de la silice. A 400°C se observa un pico de CO,, que podria ser debido a restos
de EtO" retenidos en el gel, probablemente grupos etoxido no hidrolizados
enlazados a silicio [150].

El porcentaje en peso perdido en el proceso que ocurre a 100°C es del
2.68%. Para el proceso que tiene lugar a una temperatura proxima a 400°C la
perdida de masa es del 2.58%. Esto se traduce en que el 1.39% de la masa del
gel corresponde a grupos EtO™ no hidrolizados.

En el primer proceso (100°C) la perdida de masa es mas o menos similar
ala que se produce a 400°C. Sin embargo, la cuantificacion de la cantidad de CO,
formada es 270 umol-g"' mientras que la del segundo pico a 400°C es de 720
umol-g"' que corresponderia a una pérdida de etanol de un 1.6%, valor menor
que la perdida de masa observada, por lo que ademas de producirse CO,
proveniente de EtOH retenido en los poros, podriamos decir que también se
produce la pérdida de moléculas de H,O o de grupos OH' tal y como ya

describieron otros autores [150,151].
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Figura 3.9. (A) Curva termogravimetrica (TG, linea negra) y su primera derivada
(DTG, linea roja). (B) Senal obtenida por espectrometria de masas para m/z 44 (CO,)

para una muestra de silice convencional (SC) preparada electroquimicamente.

La figura 3.10A muestra la variacion de masa (linea negra) y la velocidad
de dicha variacion (linea roja) para una muestra de silice modificada con el 10%
de metil-trietoxisilano en la disolucion precursora (10M), conforme
aumentamos la temperatura. Podemos observar que a partir de 100°C se produce
un descenso suave en la masa, de nuevo no se observan procesos muy definidos
por encima de esta temperatura y finalmente se alcanza un valor constante de

masa a 700°C.
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Figura 3.10. (A) Curva termogravimétrica (TG, linea negra) y su primera derivada
(DTG, linea roja). (B) Sefial obtenida por espectrometria de masas para m/z 44 (CO,)

para una muestra de silice 10M preparada electroquimicamente.

La representacion de la primera derivada del TG (linea roja) nos indica
que a una temperatura proxima a 100°C tiene lugar un proceso de pérdida de
masa del 2.62%, podria estar relacionado con la pérdida de moléculas de H,O ya
que a esa temperatura no se observa emision de CO, por espectrometria de masas
(figura 3.10B). El porcentaje en peso perdido entre 200 y 700°C es del 3.87%.
Suponiendo que todo el CO, formado es debido al grupo metilo, la perdida de

masa corresponderia a 2.4% que coincide con la pérdida de masa detectada por



TG , por tanto, para este gel el 13.71%, expresado en porcentaje molar,
corresponderia con los grupos metilo que se han incorporado al gel.

La figura 3.11A, muestra el termograma (linea negra) y su primera
derivada (linea roja) para una muestra de silice modificada usando el 10% de n-
propil-trietoxisilano en la disolucion precursora del gel (10P). Conforme
aumenta la temperatura podemos observar una primera pérdida de masaa 100°C,
despues la masa se mantiene mas o menos estable y a 500°C podemos observar
una segunda disminucion. La primera derivada (linea roja) presenta claramente
dos procesos bien definidos a las temperaturas antes mencionadas; como en casos
anteriores, la primera pérdida de masa (100°C) podria asignarse a la perdida de
H,O, supone una perdida de masa del 4.99%. En la figura 3.11B se observa que
a 500°C se produce la formacion de CO,, proceso que corresponde a una segunda
perdida de masa del 5.28% que corresponde con un 7.79%, expresado en %

molar, de grupos propilo en el gel.
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Figura 3.11. (A) Curva termogravimétrica (TG, linea negra) y su primera derivada
(DTG, linea roja). (B) Sefial obtenida por espectrometria de masas para m/z 44 (CO,)

para una muestra de silice 10P preparada electroquimicamente.

La figura 3.12A, muestra la variacion de masa (linea negra) y su primera
derivada (linea roja) para una muestra de silice modificada con el 10% de isobutil-
trietoxisilano en la disolucion precursora (10I) en funcion de la temperatura. Se
puede observar que la masa disminuye en dos procesos, a 100°C se produce una
pequena perdida de masa (3.61%) y a 500°C se observa una perdida de masa
mayor. Observando la primera derivada del TG (linea roja) vemos que aparecen

dos picos, uno a 100°C, correspondiente, como en las otras muestras con la



perdida de H,O; y el otro proceso, que tiene lugar a 500°C relacionado con la
descomposicion de materia organica y formacion de CO,, tal como nos confirma
la sefial obtenida por espectrometria de masas (figura 3.12B).

La pérdida de masa observada para el proceso que tiene lugar a 500°C es
del 7.98%, y corresponde con la cantidad de CO, detectada por masas y asociada
a los grupos propilo, lo que implica que la composicion molar de estos grupos en

este gel es del 9.09%.
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Figura 3.12. (A) Curva termogravimétrica (TG, linea negra) y su primera derivada

(DTG, linea roja). (B) Senal obtenida por espectrometria de masas para m/z 44 (CO,)

para una muestra de silice 10I preparada electroquimicamente.
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Figura 3.13. (A) Curva termogravimétrica (TG, linea negra) y su primera derivada

(DTG, linea roja). (B) Sefial obtenida por espectrometria de masas para m/z 44 (CO,)

para una muestra de silice 100 preparada electroquimicamente.

En la figura 3.13A podemos observar el TG y el DTG para una muestra
de silice modificada con el 10% de octil-trimetoxisilano en la disolucion
precursora del gel (100). Se observan dos disminuciones en la masa una a 100°C
y otra proxima a 400°C, esta Gltima mayor que la anterior. El DTG (linea roja)
nos indica que tienen lugar dos procesos en los que se pierde masa a los valores
de temperatura indicados. El primero de ellos supone una pérdida de masa del

2.60%, y podria corresponder a la pérdida de moleculas de H,O. Con ayuda de



la senal obtenida por espectrometria de masas (figura 3.13B) podemos confirmar
que la segunda pérdida de masa (400°C) se relaciona con la oxidacion de los
grupos organicos de la silice con la formacion de CO,. La cuantificacion del pico
de CO, detectada en el espectrometro de masas esta relacionada con una pérdida
de masa del 15.1%. La pérdida de masa observada en este caso es del 14.86%, lo
que implica que la composicion molar de grupos octilo en el gel es del 9.27%.
La figura 3.14A, muestra el termograma (linea negra) y su primera
derivada (linea roja) para una muestra de silice modificada partiendo de una
disolucion precursora con el 10% de fenil-trietoxisilano (10F). Conforme
aumenta la temperatura podemos observar una primera pérdida de masaa 100°C
y una segunda disminucion de masa alrededor de 500°C. Al observar la primera
derivada (linea roja) observamos dos picos, uno a 100°C que podria relacionarse
con la perdida de H,O, este proceso supone una perdida de masa del 3.84%; el
segundo pico que aparece alrededor de 500°C esta relacionado con la
descomposicion de materia organica, como puede observarse en la sefial obtenida
por espectrometria de masas (figura 3.14B). A diferencia de las sefiales obtenidas
por espectrometria de masas para los demas geles, la banda obtenida para CO,
para silice modificada con grupos fenilo es mas ancha y presenta varios picos, lo
que indica que la combustion de la materia organica tiene lugar de forma
diferente con la presencia de diferentes grupos. Esto podria deberse a que el
grupo fenilo se encuentra unido por diferentes sitios a la silice y, dependiendo de
la fortaleza de estas uniones se oxida a distinta temperatura. La pérdida de masa
que tiene lugar en este proceso es del 11.16%, lo que implica que la composicion
molar de grupo fenilo en este gel es del 9.69% que corresponde con la

cuantificacion del CO, detectado por masas.
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Figura 3.14. (A) Curva termogravimétrica (TG, linea negra) y su primera derivada
(DTG, linea roja). (B) Sefial obtenida por espectrometria de masas para m/z 44 (CO,)

para una muestra de silice 10F preparada electroquimicamente.

En la tabla 3.2 se recogen los resultados obtenidos por analisis
termogravimétrico para silice modificada organicamente usando el 10% del
alcoxido correspondiente en la disolucion precursora. Se observa que los valores
calculados de concentracion de grupo organico (R), expresada en % molar, no
difieren mucho del teorico (10%), los geles que mas se alejan de este valor son
los modificados con grupos metilo (10M) y propilo (10P). En cuanto a la

temperatura que ocurre la descomposicion de los grupos organicos, se observa



que para silice modificada con grupos metilo (10M) y octilo (100) ésta ocurre a
una temperatura proxima a 400°C mientras que para silice modificada con grupos
propilo (10P), isobutilo (10I) tiene lugar a 500°C. Para silice modificada con
grupos fenilo, como se indico anteriormente la descomposicion de los grupos
organicos tiene lugar en un intervalo de temperatura comprendido entre 250 y

650°C.

Tabla 3.2. Resultados del analisis termogravimétrico para silice modificada con el
10% de grupos organicos (10R): M=metilo, P=propilo, I=isobutilo, O=octilo y

F=fenilo, % molar de R en el gel, temperatura a la que se produce la emision de CO,.

Muestra % molar R calculado Temperatura (°C)
SC 250-525
10M 13.7 200-600
10P 7.8 400-600
101 9.1 400-600
100 9.3 300-500
10F 9.7 250-700

Las perdidas de masa producidas en funcion de la temperatura varian en
relacion a las modificaciones realizadas en la silice. Por tanto, calculando,
mediante analisis termogravimétrico la cantidad de masa perdida podriamos
conocer la cantidad real de grupos organicos incorporados en la silice.

Para cuantificar la cantidad de grupo organico presente en las muestras
de silice modificada usando distinta concentracion de precursor de grupos
organicos (xR) en la disolucion precursora se realizaron analisis

termogravimétricos en las condiciones siguientes:
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-Atmosfera N,:O, en relacion 4:1

-Flujo: 100 mL-min'

-De 25°C hasta 200°C aumento de la temperatura con una rampa de
30°C min’!

-Isotermo a 200°C durante 25 min

-Rampa de temperatura de 60°C-min’' hasta 800°C

Para silice convencional (SC), en la figura 3.15 se muestra el
termograma, como se observa, con el aumento de la temperatura se produce una
perdida de masa del 3.5% entre 200 y 800 °C. Esta perdida de masa puede ser
debida a la presencia grupos EtO" sin hidrolizar, es decir, precursor TEOS

parcialmente hidrolizado, lo que supondria aproximadamente un 1.7% de EtO

en el gel.
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Figura 3.15. Curva termogravimetrica de una muestra de silice convencional (SC)

sintetizada electroquimicamente.



En la figura 3.16 estan recogidos los termogramas para silice modificada
con distintas concentraciones de metil-trietoxisilano (MTES) en la disolucion
precursora (xM): 1% (1M), 5% (5M), 10% (10M) y 20% (20M) tal y como se
mostro en la tabla 3.1.

Se observa que al aumentar la temperatura la pérdida de masa para la
silice xM es bastante similar, la perdida de masa oscila entre el 2.5 y el 3% en
todos los casos. Ademas, en todos los casos no se observan procesos definidos a

temperaturas por encima de 300°C.

100 -
99 4

o]

w2

[}

S

© 98-

~

)

o9 v
—_—5M
—_—10M

96 - —_—20M

200 300 400 500 600 700
T/°C

Figura 3.16. Curvas termogravimétricas de diferentes muestras de silice modificada
con grupos metilo (xM) sintetizada electroquimicamente: 1M (negro), 5M (rojo),

10M (azul) y 20M (verde).

En la tabla 3.3 se muestran los valores de % molar de grupo organico
calculado a partir de la péerdida de masa (TG) para geles sintetizados usando el

1%, 5%, 10% y 20% de metil-trietoxisilano (MTES) en la disolucion precursora.
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Se observa que la concentracion de grupo organico en el gel se mantiene mas o

menos constante, no depende de la concentracion del precursor utilizado,
. . . . L

siempre se incorpora la misma cantidad de grupos organicos al gel, por lo que

las formulas medidas para cada gel son bastante similares.

Tabla 3.3. Resultados del analisis termogravimétrico para muestras de silice
modificadas con distintas concentraciones de grupos metilo (xM) en la disolucion
precursora, % molar de grupos metilo (M), formula teorica (obtenida de la disolucion

precursora) y formula medida por TG.

% molar M

Muestra calculado Formula teérica Formula medida
1M 11.2 SiO; 995(CH3)0.01 SiO; 044(CH3)o.11
5M 14.5 SiO; 975(CH3)0.05 SiO 025(CH3)o.145
10M 14.7 SiO; 45(CH3)q 4 SiO1.927(CH3)g.147

20M 11.0 SiO; o(CHs), SiO1 945(CH3)o.110

Se observa, en todos los casos, que entre 11 y 15 % de grupos metilos
han sido incorporados independientemente de la concentracion de precursor
usada en la disolucion precursora.

En la figura 3.17 se muestran los termogramas para silice xP, es decir,
modificada usando distintos valores de concentracion de n-propil-trietoxisilano
(PrTES) en la disolucion precursora, tal como puede verse en la tabla 3.1
(epigrafe 3.2). Se observa que la pérdida de masa, con el aumento de la
temperatura, se hace mayor al aumentar la concentracion de grupo propilo en el
gel. En este caso el segundo proceso esta muy bien definido a diferencia de lo

observado con el gel de silice con grupos metilo.
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Figura 3.17. Termogramas para silice xP sintetizada electroquimicamente: 1P

(negro), 5P (rojo), 10P (azul) y 20P (verde).

Tabla 3.4. Resultados del analisis termogravimétrico para muestras de silice
modificadas con distintas concentraciones de grupos propilo (xP) en la disolucion
precursora, % molar de grupos propilo (P), formula teérica (obtenida de la disolucion

precursora) y formula medida por TG.

Muestra (:ii::ﬁ:z: Formula teoérica Formula medida
1P 4.2 $i0;.995(C3H7)0.01 $i0;.970(C3H7)0.042
5P 5.8 $i0;.975(C3H7)0.05 $i0,.971(C3H7)0.055
10P 9.8 $i0;.95(C3H7)o.; Si0;.951(C3H7)0.095

20P 14.8 Si0,.9(C3H7)o 2 Si0;.926(C3H7)o. 145

En la tabla 3.4 se muestran los valores de % molar de grupo organico

calculado a partir de la perdida de masa (TG) para silice modificada con distintas
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concentraciones de n-propil-trietoxisilano en la disolucion precursora (xP): 1%,
5%, 10% y 20%.

Se observa que la cantidad de grupos propilo incorporada al gel aumenta
al aumentar la cantidad de éste en la disolucion precursora.

Para la silice modificada con grupos propilo, su oxidacion tiene lugar a
temperaturas comprendidas entre 500 y 750°C y este proceso tiene lugar a
valores mas bajos de temperatura conforme aumenta la cantidad de grupo
organico en la silice, es decir, se obtienen geles mas estables frente a la oxidacion

usando concentraciones mas bajas de precursor organico.
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Figura 3.18. Termogramas para silice modificada con grupos isobutilo (xI): 11

(negro), 51 (rojo), 101 (azul) y 201 (verde), sintetizada electroquimicamente.

Al modificar silice con distintas concentraciones de isobutil-
trietoxisilano (isoBTES) en la disolucion precursora (xI) obtenemos los

termogramas mostrados en la figura 3.18. Se observa que al aumentar la



termperatura se produce una pérdida de masa mayor al aumentar la
concentracion de grupo organico, isobutilo en este caso.

En la tabla 3.5 se muestran los valores obtenidos mediante analisis
termogravimétrico para silice modificada utilizando distintas concentraciones de
isobutil-trietoxisilano (xI) en la disolucion precursora: 1%, 5%, 10% y 20% de

isoBTES.

Tabla 3.5. Resultados del analisis termogravimétrico para muestras de silice
modificadas con distinta concentracion de grupo isobutilo (xI) en la disolucion
precursora, % molar de grupos isobutilo (I), formula teorica (obtenida de la disolucion

precursora) y formula medida por TG.

% molar I . L. Formula
Muestra Formula teoérica .
calculado medida
11 3.3 SiO 995(C4Ho)o o1 S$i0; 954(C4Hog)g 033
51 5.8 SiO 975(C4Hog)g 05 S$i0;.971(C4Hog)g 055
101 9.1 SiO o5(C4Ho)o 85i0;.955(C4Ho)o.001
201 18.4 SiO; o(C4Ho)g 85i0;.00s(C4Ho)o. 154

Se observa que los valores de % molar calculados mediante analisis
termogravimétrico aumentan al aumentar la concentracion de isoBTES,
coincidiendo en la mayoria de los casos con los valores de % molar que tienen las
disoluciones precursoras.

Para la silice modificada con isoBTES, la oxidacion de los grupos
organicos tiene lugar a temperaturas comprendidas entre 530 y 600°C y
disminuye conforme aumenta la cantidad de grupo isobutilo en la matriz de silice.

En la figura 3.19 se muestran los termogramas de silice modificada con

distintas concentraciones de octil-trimetoxisilano (OTMS) en la disolucion
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precursora (xO). Se observa que conforme aumenta la temperatura se producen
L1 .

perdidas de masa cada vez mayores conforme aumenta la concentracion de grupo

octilo en el gel y aparece un proceso de perdida de masa muy definido a

temperaturas por encima de 300°C.
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Figura 3.19. Termogramas para silice modificada con distinta concentracion de
grupos octilo (xO): 10 (negro), 50 (rojo), 100 (azul) y 200 (verde) sintetizada

electroquimicamente.

En la tabla 3.6 se muestran los valores % molar de grupo organico
calculados por analisis termogravimetrico para silice modificada con distinta
concentracion de octil-trimetoxisilano (OTMS) en la disolucion precursora

(xO): 1%, 5%, 10% y 20%.



Tabla 3.6. Resultados del analisis termogravimétrico para muestras de silice
modificadas con distinta concentracion de grupo octilo (xO) en la disolucion
precursora, % molar de grupos octilo (O), formula teérica (obtenida de la disolucion

precursora) y formula medida por TG.

% molar O

Muestra calculado Formula teodrica Formula medida
10 2.1 Si0; 005(CsHi7)0.01 Si0; 9590(CsH17)0.021
50 5.9 Si0 975(CsH 7)0.05 Si0; 97/(CsH 7)0.050
100 9.4 Si0, 5(CsHi7)0 1 Si0;.953(CsH 7)o.004

200 19.1 SiO, o(CsH 7)o Si0; 905(CsH 7)o 101

Se observa que los valores de % molar calculados mediante analisis
termogravimétrico aumentan al aumentar la concentracion de grupo octilo, en
definitiva de OTMS en la disolucion precursora, coincidiendo en todos los casos,
menos para el 1% (se obtiene el doble), con los valores de % molar que tienen
las disoluciones precursoras. También se observa que conforme aumenta la
concentracion de grupo organico en el gel la temperatura a la cual tiene lugar la
oxidacion de la materia organica es mas baja. Por tanto, se obtienen geles mas
inestables termicamente al aumentar la concentracion de grupos organicos en la
matriz de silice.

En la figura 3.20 se pueden observar los termogramas para silice
modificada con distintas concentraciones de fenil-trietosixilano (PhTES) en la
disolucion precursora (xF). Se observa que al aumentar la temperatura se
producen pérdidas de masa que aumentan conforme aumenta la concentracion
de grupo fenilo en la disolucion precursora del gel. Se observa, ademas, que el
perfil termogravimétrico cambia cuando aumenta la concentracion de grupos

fenilos en el precursor de silice. Asi cuando la concentracion esta entre el 1 y el
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5% el perfil es muy parecido, sin embargo, cuando aumenta a 10% se produce
una perdida de masa bien definida a una temperatura de aproximadamente
450°C, y esta perdida se desplaza a 550°C cuando aumenta la concentracion al

20%. Esto puede deberse a un cambio en la estructura de la silice modificada.
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Figura 3.20. Termogramas para silice sintetizada electroquimicamente y modificada
con distinta concentracion de grupos fenilo (xF): 1F (negro), 5F (rojo), 10F (azul) y

20F (verde) en la disolucion precursora.

En la tabla 3.7 se muestran los valores % molar de grupo organico
calculados por analisis termogravimetrico para silice modificada con distinta
concentracion de fenil-trietoxisilano (PhTES) en la disolucion precursora (xF):
1%, 5%, 10% y 20%.

Se puede observar que los valores de % molar calculados mediante

analisis termogravimétrico aumentan al aumentar la concentracion de grupo



fenilo, obteniéndose valores cercanos al teorico (10%) excepto para el 1% que

se obtiene el triple.

Tabla 3.7. Resultados del analisis termogravimétrico para muestras de silice
modificadas con distinta concentracion de grupo fenilo (xF) en la disolucion
precursora, % molar de grupos fenilo (F), formula teérica (obtenida de la disolucion

precursora) y formula medida por TG.

% molar F

Muestra calculado Formula teoérica Formula medida
1F 2.9 SiO; 995(Ph)g 01 SiO1 986(Ph)g.029
S5F 4.8 SiO; 975(Ph)g 0 SiO1 976(Ph)g 048
10F 8.8 SiO o5(Ph)g SiO; 956(Ph)o oss
20F 17.3 SiO; o(Ph), , SiO; 914(Ph)g 173

3.3.3 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja en modo
transmision

Con la espectroscopia infrarroja en modo transmision con transformada
de Fourier (FTIR) se es capaz de detectar las energias de vibracion de tension y
de deformacion dentro de la red solida de la silice [152]. La asignacion de estas
vibraciones a los grupos quimicos especificos permite la identificacion cualitativa
y cuantitativa de los grupos quimicos que estan en la red solida, lo que nos
proporciona una mejor comprension de la estructura de la silice en diferentes
entornos.

Los precursores de silice convencional contienen cuatro grupos alcoxido
idénticos que son hidrolizables (enlaces Si—O), normalmente grupos etoxido;
mientras que para obtener silice modificada organicamente se usan precursores
que contienen grupos alquilo no hidrolizables (enlaces Si—C): metilo (M), n-

propilo (P), isobutilo (1), octilo (O) y fenilo (F). Con el uso de la espectroscopia
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infrarroja se pone de manifiesto la existencia de peliculas quimicamente
diferentes y comparables segin la naturaleza de los precursores utilizados.

Las muestras analizadas se sintetizaron tal y como se describio en la parte
experimental de este capitulo, en el epigrafe 3.2.

En la figura 3.21 se muestran los espectros FTIR para las muestras de
silice convencional (SC, negro) y de silice ORMOSIL para concentraciones del
10% en la disolucion precursora (10R). Aunque se registro el espectro completo

desde 4000 cm™ hasta 400 cm™, nos interesan dos zonas fundamentalmente.
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Figura 3.21. Espectros FTIR de silice convencional (SC, negro) y silice modificada
con el 10% de grupo organico: 10M (azul), 10P (rojo), 10I (verde), 100 (naranja) y
10F (violeta).

En la zona entre 4000 cm™' y 2500 cm'' (parte izquierda de la figura 3.21)
observamos que todas las muestras presentan una banda amplia centrada

alrededor de 3470-3450 cm™! que corresponde al solapamiento de las bandas de



vibracion de tension, “stretching”, en el enlace O—H de las moléculas de H,O (H—
O-H---H) y las bandas del mismo tipo debidas a los enlaces O—H de los grupos
silanol de la silice (SiO-H:---H,0) [68]. Alrededor de 2900-2800 cm™ aparecen
unas bandas de vibracion en la mayoria de las muestras correspondientes a bandas
de tension simetricas y anti-simétricas de los enlaces C—H de grupos alifaticos, —
CH, y —CHs;.

En la parte derecha de la figura 3.21 observamos la zona del espectro
entre 1800 cm™ y 400 cm™'. Las bandas correspondientes a las vibraciones de
deformacion, “bending”, de las moléculas de H,O adsorbida aparecen alrededor
de 1653-1634 cm' [153]. La adsorcion de moléculas de agua en la superficie de
silice se debe a la existencia de los grupos silanol superficiales y por tanto, a la
naturaleza hidrofila de estos materiales. Las vibraciones correspondientes a los
enlaces covalentes Si—O aparecen principalmente en el intervalo comprendido
entre 1200 y 1000 cm™'. Puede observarse que aparece una banda muy intensa y
amplia, para todas las muestras, entre 1095-1089 cm™' que se asigna a la vibracion
de tension (stretching) antisimétrica de la estructura Si-O—Si. Alrededor de 930-
950 cm™ se observa un hombro en la banda anterior que se asigna a EtO" sin
hidrolizar [154]. Esto confirma lo anteriormente visto por TG-MS, que parte de
los grupos organicos en silice convencional, se debe a los grupos EtO" sin
hidrolizar. Por otro lado, las vibraciones de tension (streching) simetricas
correspondientes a la estructura Si—O—Si aparecen a 800 cm™' [68]. Entre 469 y
470 cm™, se observa una banda que corresponde con la vibracion de deformacion
(bending) en el plano por balanceo, “rocking” de la estructura Si—O—Si [155]. La
banda que se observa alrededor de 560 cm™' se asigna a defectos por tension,

“stretching”, en la red SiO, [68].
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Cuando se trata de silice modificada con grupos fenilo (10F, linea
violeta) se observan dos bandas caracteristicas, una aparece a 700 cm™ y se
relaciona con la vibracion de deformacion de los enlaces C—H fuera del plano del
anillo aromatico (Si—Ph); la otra banda, propia de este grupo organico, se observa
a740 cm y se asigna a la vibracion de deformacion de los enlaces C—H fuera del
plano en modo cabeceo, “wagging”[139,156].

La lista completa con todas las frecuencias de vibracion y su asignacion

se recogen en la tabla 3.8.



Tabla 3.8. Numero de onda (cm™) de vibracion caracteristicas en espectros FTIR de silice modificada organicamente

[139,152,153].

Modo vibracion Nimero de onda /cm™ Asignacion
TE 10 ME 10 PE 10 IE 10 OE 10 FE
vO-H 3452 3447 3447 3451 3445 3443 O-H/Si—OH
v,C-H - - 2962 2958 2959 - —CH;
v,,C-H 2921 2922 2934 = 2928 2923 —CH,
v,,C-H - - 2877 2875 - - —CH;
v,C-H 2851 2852 - - 2857 2852 —CHj; terminal
6H—O-H 1639 1635 1635 1632 1633 1632 H,0
6,C—H 6.C-H - - 1458 1467 1465 - —CH;-CH,
g C g . . - . - 1431 Si-—fenilo
plano2 vSi—C
6,C-H 1379 - = 1383 - - —CH,
6,C-H - - - 1368 - - —CH;
V,,Si—O-Si 1092 1089 1073 1076 1081 1081 Si—O-Si
VSi—O sh sh sh sh sh sh EtO- sin hidrolizar
vSi-O 798 798 792 795 801 796 Si—O-Si
wsyC—H - - - - - 737 Si—fenilo
dC-H - - - - - 698 Si—fenilo
vSi-O 561 565 573 573 573 568 Defectos SiO,
60-Si—O 466 466 465 466 465 477 0-Si-O

v=vibracién de tensién (streching); V,=vibraciéon de tension simétrica; V,=vibracién de tensién antisimétrica; §=deformacién (bending);
8,=deformacion simétrica; 8,,=deformacién antisimétrica; wsy=cabeceo (wagging) fuera del plano; d=vibracion de deformacion del anillo
aromatico fuera del plano
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Algunas muestras (tabla 3.8) no muestran bandas o ¢stas son muy debiles
para las vibraciones C—H, 1380 cm™', que se asignan a la deformacion simétrica
de los grupos —CH, [157]. Esto se puede deber a grupos alcoxi (~OR) residuales
que no se han hidrolizado y que se encuentran en la superficie de la silice. Podria
decirse entonces que la ausencia de estas bandas es una prueba de que el etanol
producido durante la hidrolisis ha sido totalmente eliminado del gel en el proceso
de secado, antes de la preparacion de las pastillas.

En la figura 3.22 se muestran los espectros de infrarrojo para silice
modificada con distintas concentraciones de metil-trietoxisilano (MTES) en la
disolucion precursora (xM): 1M (negro), 5M (rojo), 10M (azul) y 20M (verde).
Se observa que la intensidad de las bandas de vibracion varia dependiendo de la
concentracion de grupo metilo, pero no existe ninguna relacion directa entre la
concentracion de grupo organico y la intensidad de las bandas. Ya se habia
observado por TG que no existia una relacion entre la cantidad de grupos metilo
incorporados y la cantidad de grupos metilos presentes en la disolucion

precursora, y ahora se confirma por FTIR.
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Figura 3.22. Espectros FTIR de silice modificada con distinta concentracion de grupos
metilo en la disolucion precursora: 1M (negro), 5M (rojo), 10M (azul) y 20M (verde)

sintetizada electroquimicamente.

Para silice modificada con grupos propilo, xP, se muestran los espectros
de infrarrojo en la figura 3.23. Al variar la concentracion de grupo organico en
la disolucion precursora (1P (negro), 5P (rojo), 10P (azul) y 20P (verde)) la
intensidad de las bandas de vibracion que aparecen alrededor de 2900-2800 cm®
', asignadas a tensiones simétricas y anti-simétricas de los enlaces C—H de grupos
alifaticos (-CH, y —CHj3), aumentan con la concentracion de grupo organico en

la disolucion precursora.
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Figura 3.23. Espectros FTIR de silice sintetizada electroquimicamente y modificada
con distinta concentracion de grupos propilo (xP): 1P (negro), 5P (rojo), 10P (azul) y
20P (verde).

La figura 3.24 muestra la relacion existente entre el valor de la intensidad
de las bandas a 2960 cm™' correspondiente a la vibracion simétrica del enlace C—
H y la banda de vibracion simétrica del enlace Si—O—Si que se observa sobre 1080
cm’' en funcion de la concentracion de grupos propilo calculada por analisis
termogravimétrico (tabla 3.4).

Se observa que existe una relacion lineal de esta relacion con la
concentracion de grupo propilo en la disolucion precursora. El mismo resultado

se observa si se realiza con las bandas a 2920 cm™! y 2850 cm’!.
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Figura 3.24. Relacion de intensidad v,.C—H (2960 cm ™)/ V,S8i—O—Si (1080 cm’') en

funcion de la concentraciéon de grupos propilo calculada por TG.

En la figura 3.25 se muestran los espectros de infrarrojo para silice
modificada usando distinta concentracion de grupos isobutilo (xI) en la
disolucion precursora: 11 (negro), 51 (rojo), 101 (azul) y 201 (verde). Se observa
que la intensidad de las bandas de vibracion, asignadas a tensiones simétricas y
anti-simetricas enlaces C—H de grupos alifaticos, que aparecen entre 2800 y 2900
cm’', aumenta al aumentar la concentracion de grupos isobutilo en la disolucion

precursora del ge].
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Figura 3.25. Espectros FTIR de silice sintetizada electroquimicamente y modificada
116 con distinta concentracion de grupos isobutilo en la disolucion precursora: 11 (negro),

51 (rojo), 10I (azul) y 201 (verde).

La figura 3.26 muestra la relacion existente entre el cociente entre las
intensidades de la banda de vibracion simétrica del enlace C—H que aparece a una
frecuencia de 2960 cm™' y la banda de vibracion simétrica del enlace Si—O—Si que
se observa sobre 1080 cm™ en funcion de la concentracion, expresada en %
molar, de grupos isobutilo y calculada por analisis termogravimetrico (tabla 3.5).

Se observa que existe una relacion lineal con la concentracion de grupos
isobutilo en estos geles, determinada por TG. También se observa el mismo
comportamiento para la relacion de intensidades de las bandas a 2920 y 2850 cm-

' con la banda a 1080 cm™'.
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Figura 3.26. Relacion de intensidad vsC—H (2960 cm™')/ vs Si—O-Si (1080 cm™') en
funcion de la concentracion de grupos isobutilo calculada por analisis

termo gravimétrico .

En la figura 3.27 se muestran los espectros de infrarrojo para la silice
modificada usando distintas concentraciones de grupo octilo en la disolucion
precursora: 10 (negro), 50 (rojo), 100 (azul) y 200 (verde). Se observa que
al aumentar la concentracion de grupo organico en la disolucion precursora del
gel la intensidad de las bandas de vibracion que se observan entre 2800 y 2900
cm’', correspondientes a la vibracion de tension simétrica y anti-simétrica de

enlaces C—H de grupos alifaticos, aumenta.
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Figura 27. Espectros FTIR de silice sintetizada electroquimicamente y modificada con
distinta concentracion de grupos octilo (xO): 10 (negro), 50 (rojo), 100 (azul) y
200 (verde).

La figura 3.28 muestra la relacion del cociente entre las intensidades de
la banda de vibracion simétrica del enlace C—H que aparece a una frecuencia de
2960 cm y la banda de vibracion simétrica del enlace Si—O—Si que se observa
sobre 1080 cm™ en funcion de la concentracion, expresada en % molar, de
grupos octilo en el gel calculada por analisis termogravimetrico (tabla 3.6).
También se obtienen los mismos resultados para la relacion de intesidades con

las bandas que aparecen a 2920 y 2850 cm.



% molar

Figura 3.28. Relacion de intensidad v,.C—H (2960 cm ™)/ V,S8i—O—Si (1080 cm’') en

funcion de la concentraciéon de grupo octilo calculada por analisis termogravimétrico.

En la figura 3.29 se pueden observar los espectros infrarrojo para silice
modificada con distinta concentracion de grupos fenilo (xF): 1F (negro), 5F
(rojo), 10F (azul) y 20F (verde). Se observa que la intensidad de las bandas de

vibracion varia dependiendo de la concentracion de grupo orgénico.
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Figura 3.29. Espectros FTIR de silice sintetizada electroquimicamente y modificada
con distinta concentracién de grupos fenilo: 1F (negro), 5F (rojo), 10F (azul) y 20F
(verde).

La figura 3.30A muestra la relacion entre el valor de intensidad de la
banda de vibracion de deformacion del anillo aromatico fuera del plano para los
enlaces C—H, que aparece a 700 cm™ y la intensidad de la banda de vibracion
simétrica del enlace Si—O-Si que se observa a 1080 cm™ en funcion de la
concentracion de grupo fenilo calculada por analisis termogravimétrico (tabla
3.7). En la figura 3.30B esta representada la relacion entre el valor de absorbancia
del cociente de dos bandas de vibraciéon: la relacionada con la deformacion del
enlace C—H fuera del plano en modo cabeceo (740 cm™) y la correspondiente

con la vibracion simétrica del enlace Si—O—Si (1080 cm™).



Se observa que no existe buena relacion lineal entre este cociente de
intensidades de estas bandas de vibracion y la concentracion de grupos fenilo

calculada por analisis termogravimétrico.

% molar

Figura 3.30. (A) Relacion de intensidades @C—H (700 cm™)/ v, Si—O-Si (1080 cm™)
y (B) wsyC—H (740 cm ")/ v,Si—O-Si (1080 cm ') en funcion de la concentracion de

grupos fenilo calculada por analisis termogravimétrico.

Los parametros de todos los ajustes, para cada composicion, se pueden

consultar en la tabla 3.9.
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Tabla 3.9. Parametros de ajuste para la relacién entre el cociente de intensidades de
las bandas medidas por FTIR y la concentracion de los distintos grupos organicos (R)

calculada por analisis termogravimétrico.

R Relacion de bandas ‘ Pendiente | Ordenada ‘ R?
v,.C—H (2920 cm™)/
Si_O-Si (1 2
METILO Vs $i-0O-Si (1080 em™) No hay ajuste
v,.C—H (2850 cm™)/
V, Si-O-Si (1080 cm™)
C—H (2920 cm™)/
Va(—H (2920 em”) 4.39-10° 8.43-10°  0.964
V, Si-O-Si (1080 cm™)
- -1
propiLO | V»C H (2850emTy/ 3.99:10° 111107 0.976
V, Si-O-Si (1080 cm™)
- -1
V,C-H (2960 em™)/ 8.00-10° 2.50-107  0.987
v, Si-O-Si (1080 cm™)
_H (2920 cm!
VuC—H (2920 em™)/ 2.78:10° 3.99-10°  0.851
V, Si-O-Si (1080 cm™)
CH (2 8
isoutiLo | Y»C H (2850 em)/ 3.05-10° -5.94-10°  0.996
V, Si-O-Si (1080 cm™)
122 HO 4
VEH@60emD/ g g 10s 12100 0,987
V, Si-O-Si (1080 cm™)
_H (2920 cm!
VC-H (2920 em ™)/ 1.39-102 143102 0.997
V, Si-O-Si (1080 cm™)
“H(Q2 |
OCTILO VC-H (2850 em ™)/ 7.09-10° 1.03-102  0.983
V, Si-O-Si (1080 cm™)
- -1
V.C-H (2960 em™)/ 6.63-10° 556107  0.998
V. Si-O-Si (1080 cm™)
- -1
“’S‘*;V(é) 2‘(7;*008;“1 330100 1.58:107  0.073
NI Y ey
—H (700 em™) 7.55-10° 1.02:10° 0.831
V,Si-O-Si (1080 cm ™)



3.4 Conclusiones

Tanto la silice convencional como la silice modificada organicamente
pueden ser depositadas electroquimicamente dando lugar a capas homogéneas y
coherentes de un espesor aproximado de ~2 pm.

Las capas de silice modificada organicamente presentan una estructura
mas porosa que la silice convencional.

Cuando se usan concentraciones altas de precursor organico (~20%
molar R—Si(OEt);) en la disolucion precursora de silice se forman agregados
posiblemente debido a la segregacion de fases. La silice modificada
organicamente, utilizando concentraciones molares bajas de precursor organico
(~1% R-Si(OEt)s), esta enriquecida en grupos organicos.

La silice modificada organicamente, utilizando bajas concentraciones de
precursor organico, es mas estable termicamente ya que la oxidacion de los
grupos organicos tiene lugar a temperaturas mas altas a medida que se aumenta
el porcentaje de éstos en la disolucion precursora.

La incorporacion de grupos metilo en el gel de silice no sigue la tendencia
esperada de acuerdo a la concentracion en el precursor, y esto se ha observado
tanto por FTIR como por TG-MS. Para los demas grupos organicos (propilo,
isobutilo, octilo y fenilo) un aumento de grupo organico en la disolucion
precursora implica un aumento progresivo en la concentracion de grupos
organicos presentes en el deposito de silice por TG-MS e IR.

Por tanto, en estos casos, es posible el uso de FTIR para cuantificar el
contenido de grupos organicos introducidos en la silice obtenida mediante

deposito electroasistido.
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para la deteccion selectiva de dopamina
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4.1 Introduccion

La impresion molecular es una de las técnicas mejor conocidas para
sintetizar polimeros con sitios de reconocimiento a nivel molecular. La
produccion de nuevos polimeros impresos molecularmente se realiza
sintetizando polimeros con elevado poder de entrecruzamiento en presencia de
moléculas molde que se quedan atrapadas en el interior del polimero, es decir,
se imprimen. La posterior eliminacion de las moléculas molde permite usar el
polimero como una matriz selectiva para las moléculas molde o moléculas
analogas estructuralmente [158]. Se ha investigado intensamente en desarrollar
una aplicacion directa de estos materiales impresos molecularmente, para
emplearlos como sensores de diversos tipos [104,108,159-166].

Aunque estos materiales son considerados de gran importancia para el
desarrollo de diferentes sensores quimicos, hay solo unos pocos estudios sobre la
aplicacion de estos materiales en sistemas de transduccion en dispositivos
diferentes piezoeléctricos, luminiscentes o electroquimicos [158,167—-169].

Lo normal, para aplicaciones electroquimicas, es encontrar polimeros
impresos molecularmente utilizando materiales acrilicos, vinilicos o siloxanos
depositados sobre sustratos electrodicos adecuados. Los métodos habituales de
deposito son spin-coating, photografting, silanizacion, autoensamblado, etc.
[104,108,159,161,162,164,165,170]. Estas peliculas o capas delgadas
normalmente tienen pequenos orificios, cominmente llamados pinholes, porque
las peliculas no crecen uniformemente sobre el electrodo utilizando técnicas
habituales [171], lo que conduce a un mal funcionamiento del sensor. Por tanto,
con el uso de metodos de deposito electroasistido o deposito electroquimico se
obtienen peliculas o capas con elevada homogeneidad con lo que se mejora el

comportamiento de los electrodos [134].
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La deteccion y cuantificacion de neurotransmisores en fluidos biologicos
es una rama importante en el campo del electroanalisis. Los neurotransmisores
pertenecientes a la familia de las catecolaminas pueden ser detectados por
oxidacion electroquimica usando electrodos convencionales [172—176]. Sin
embargo, la presencia de otras especies, que se encuentran en altas
concentraciones en estos fluidos, enmascara fuertemente la oxidacion de estos
neurotransmisores. Un paradigma, en este sentido, es la deteccion de dopamina
(DA) en presencia de acido L-ascorbico (AA). La dopamina es facilmente
oxidable con electrodos convencionales, como carbon vitreo, grafito, platino,
oro, etc. [177-183]. Sin embargo, la deteccion electroquimica de dopamina
conlleva varios problemas relacionados con la reaccion de oxidacion de este
compuesto. Uno de los principales problemas es, como se ha indicado
anteriormente, la presencia de otras especies en fluidos biologicos que se oxidan
a potenciales similares a los que lo hace la dopamina, siendo el principal
interferente el acido L-ascorbico o el acido Grico. Otro de los problemas esta
relacionado con la concentracion de dopamina en los fluidos extracelulares, que
es extremadamente baja (0.01-1uM) para individuos sanos, mientras que la
concentracion de los principales interferentes es varios ordenes de magnitud
mayor (30-90 uM para AA). Por tanto, la relacion de concentraciones para
DA:AA en plasma sanguineo es aproximadamente 1:10000 o menor [184,185].
Por ende, para mejorar la selectividad de los electrodos para detectar DA se han
hecho grandes esfuerzos usando diferentes estrategias para modificar electrodos:
incluyendo  grafeno, nanoparticulas, polimeros conductores, monocapas
autoensambladas  (self-assembled monolayers, SAM), etc. [186—189]. Estos
electrodos modificados tienen buena selectividad para relaciones de

concentracion DA:AA de 1:1000 en el mejor de los casos [188,190-192].



En este capitulo se presenta un meétodo diferente y novedoso para la
modificacion de electrodos. Estos se modifican con Silice Impresa
Molecularmente (Molecularly Imprinted Silice, MIS) consiguiendo la deteccion
electroquimica selectiva de dopamina. La capa de silice impresa molecularmente
fue preparada sobre un electrodo de carbon vitreo mediante el metodo de
deposito electroquimico. Este método se ha empleado para la preparacion de
electrodos modificados para un nimero amplio de aplicaciones, incluyendo
nanolitografia, inmovilizacion de enzimas, intercambiadores ionicos y
electroanalisis, entre otros [90,129,147,193,194].

La aplicacion de una corriente negativa para la reduccion del disolvente
conteniendo los precursores de silice en presencia de una molécula molde
produce una pelicula de silice con dichas moléculas encapsuladas. La posterior
eliminacion de las moléculas molde, también llevada a cabo mediante un método
electroquimico, produce una capa de silice impresa molecularmente.

En este capitulo se expone como se ha llevado a cabo la modificacion de
un electrodo mediante la sintesis electroasistida de MIS usando la metodologia

sol—gel e impresa con dopamina.

4.2 Experimental

Para este capitulo los reactivos utilizados fueron: tetraetoxisilano
(TEOS), etanol (EtOH), cloruro potasico (KCl), dopamina hidrocloruro (DA),
acido L-ascorbico (AA), acido clorhidrico (HCI) pureza del 37%, dihidrogeno
fosfato de potasio (KH,PO,), hidrogeno fosfato de dipotasio (K,HPOy), y acido
sulfarico (H,SO,). Todas las disoluciones fueron preparadas usando agua
ultrapura (18.2 M£2-cm) obtenida de un sistema ELGA Lab Water Purelab. Para

mas detalles ver el capitulo 2.
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Los experimentos electroquimicos fueron realizados en una celda
electroquimica de vidrio convencional, como la mostrada en el capitulo 2. Como
electrodo de trabajo se utilizo una barra de carbon vitreo (GC) (area geométrica
de 0.07 cm’). Este electrodo fue cuidadosamente pulido con papel de lija y
posteriormente sonicado durante 10 minutos para eliminar los restos adheridos
durante el pulido. Como contra-electrodo se utilizo un hilo de platino y como
electrodo de referencia un electrodo reversible de hidrogeno.

La morfologia superficial de los electrodos modificados en este capitulo
se estudio por microscopia electronica de barrido (SEM), usando un microscopio

electrénico de barrido de la marca JEOL JSM.

4.3 Resultados y discusion
4.3.1 Deposito electroquimico de silice

La disolucion precursora de silice fue preparada mezclando 6 mL de
TEOS, 8.2 mL de EtOH y 5.8 mL de una disolucion que contiene 0.01 M HCI
+ 0.46 M KCl en un vial de vidrio. El KCl es necesario para proporcionar
conductividad a la disolucion y asi, posteriormente, poder realizar el deposito
electroquimico de la silice. La disolucion precursora se agito durante 1 h para
producir la hidrolisis del TEOS. Para realizar el deposito electroquimico de
silice, sobre el electrodo, ya pulido, se sumergio en la disolucion precursora y se
aplico una corriente de reduccion. Como ya se explico en el capitulo 3 aplicando
al electrodo una corriente de reduccion se induce la formacion de hidrogeno
molecular y como consecuencia se produce un aumento del pH cerca de ¢l y el
deposito de silice sobre ¢ste. Este metodo proporciona una pelicula delgada y

uniforme de silice evitando la formacion de pinholes [183,195].



Cuando el deposito se realiza usando una disolucion en ausencia de
molécula molde (en este caso dopamina) la pelicula obtenida la llamamos Silice
No Impresa (Non Imprinted Silica, NIS). Se comprobaron diferentes condiciones
a la hora de realizar el deposito electroasistido con valores de densidad de
corriente aplicada comprendidos entre -5 y -21 mA-cm”. Después de la
preparacion de la pelicula NIS el electrodo se enjuago con abundante agua
ultrapura y se introdujo en una disolucion blanco de 0.5 M de H,SO,. El
electrodo modificado fue sometido a 10 ciclos voltamperomeétricos desde 0.3 a

1 V con el objeto de limpiar su superficie.

4.3.2 Caracterizacion morfol(’)gica y electroquimica de silice
electrodepositada

En la figura 4.1 se muestran las imagenes de microscopia electronica de
barrido (SEM) para un electrodo de carbon vitreo modificado con Silice No
Impresa (NIS). La capa depositada con una densidad de corriente de -10.5
mA-cm (carga transferida 150 mC-cm?, corriente aplicada -0.175 mA durante
60 s) esta compuesta por coloides de silice agregados con forma esféerica. Las
peliculas formadas aplicando densidades de corriente mas negativas (-21 mA-cm’
?, corriente aplicada -0.35 mA durante 60 s) presentan una superficie con grietas
debido al elevado burbujeo de hidrogeno producido en la superficie como
consecuencia de la reduccion de protones. El gel depositado utilizando este valor
de corriente es mas heterogeneo formando peliculas con particulas de silice con

un diametro comprendido entre 80 y 700 nm.
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Figura 4.1. Micrografias SEM de un electrodo modificado con NIS sintetizado a
diferentes densidades de corriente. (A) NIS preparado a -10.5 mA-cm?; (B) NIS

sintetizado a -21 mA-cm™.

Otras capas fueron depositadas de igual forma pero usando dopamina
como moléecula molde. Para ello se empleo la misma disolucion precursora de
silice pero adicionando dopamina 0.1 M. Estas capas fueron etiquetadas como
MIS (Silice Impresa Molecularmente). El deposito de estas peliculas fue realizado
galvanostaticamente en condiciones similares a las fijadas para las capas NIS.
Despues de la preparacion de la capa, el electrodo fue enjuagado con abundante
agua ultrapura. Sin embargo, la silice depositada retiene moleculas de dopamina
dentro de sus poros, como lo demuestra voltamperometria ciclica en la figura
4.2A para un electrodo modificado y sumergido en una disolucion 0.5 M H,SO,.
Como puede observarse en el voltamperograma, durante el primer barrido hacia
valores positivos de potencial aparece una corriente de oxidacion desde +0.5 V
correspondiente a la oxidacion de la dopamina. Durante el barrido inverso, hacia

valores menos positivos, se observa un pico de reduccion a +0.79 V.
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Figura 4.2. (A) Ciclos voltamperomeétricos sucesivos para un electrodo modificado
con MIS inmerso en una disoluciéon de 0.5 M H,SO,. Velocidad de barrido 100 mV-s™.
(B) Diagrama de barras correspondiente a la representacion de los valores de carga de

oxidacion neta frente al nimero de ciclos.

Los ciclos voltamperometricos despues del primer ciclo ain presentan

el proceso redox, una corriente anodica a un potencial de +0.82 V y su
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correspondiente reduccion a +0.79 V (figura 4.2A). La carga anodica es siempre
mayor que la carga catodica durante los primeros 8 ciclos, indicando una
oxidacion degradativa de las moléculas de dopamina atrapadas. La figura 4.2B
muestra la diferencia entre la carga de oxidacion y la carga de reduccion de cada
ciclo voltamperomeétrico, es decir, la carga neta de oxidacion, que como puede
observarse decrece tras cada ciclo y después de 9 ciclos se llega a un estado estable
donde la carga neta de oxidacion es 0, lo que indica que se ha eliminado la DA
del interior de la capa de silice. Este tratamiento electroquimico es propuesto y
utilizado para extraer las moléculas molde de la capa de silice impresa
molecularmente (MIS).

En la figura 4.3 se muestran las imagenes SEM para electrodos de carbon
vitreo modificados con peliculas de silice impresa molecularmente (MIS)
fabricadas aplicando una densidad de corriente de reduccion de -10.5 mA-cm™
durante 60 s. La presencia de dopamina durante la etapa de gelificacion produce
un aspecto mas heterogéneo en la capa de silice y la forma de los coloides de silice
esta menos definida. En general, se observan peliculas mas compactas para la

silice impresa (MIS) que para la no impresa (NIS).

Figura 4.3. Micrografia SEM de un electrodo de carbon vitreo modificado con una
pelicula MIS usando una densidad de corriente de reduccién de -10.5 mA-cm™ durante
60 s.



4.3.3 Comportamiento electroquimico de la dopamina y el acido L-
ascorbico

La figura 4.4 muestra el primer voltamperograma ciclico para un
electrodo de carbon vitreo sin modificar inmerso en una disolucion que contiene
1 mM DA en una disolucion de tampon fosfato (pH 7). Hacia valores positivos
de potencial se observa un pico de oxidacion a +0.82 V correspondiente al
proceso de oxidacion de la dopamina a dopamina-o-quinona (DAQ). El pico de
reduccion de dopamina-o-quinona se observa a +0.76 V durante el barrido

inverso.
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Figura 4.4. Primer voltamperograma ciclico de un electrodo de carbon vitreo sin
modificar en una disolucion 1 mM DA en tampon fosfato (pH 7). Velocidad de barrido
100 mV-s™'.

A la oxidacion de la dopamina le sigue un mecanismo tipico ECE
(esquema 4.1) [196]. En un mecanismo de este tipo se produce una primera etapa

electroquimica de transferencia electronica (E) seguida de una etapa quimica (C)
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y posteriormente, se produce una reaccion electroquimica (E) debido a que el
producto formado es electroactivo. Inicialmente la dopamina es oxidada a
dopamina-o-quinona (DAQ) en el barrido hacia valores positivos de potencial.
Esta dopamina-o-quinona sufre una reaccion de ciclacion quimica dando lugar a
dopaminocromo. Los procesos redox correspondientes a la transicion
dopaminocromo/leucodopaminocromo aparecen a potenciales menores de
+0.4 V, como puede observarse en la figura 4.5, aparece un pico de reduccion a
+0.34 V  correspondiente a la reduccion de dopaminocromo a

leucodopaminocromo. El contraproceso se observaa +0.4 V.

0.2 0.4 0.6 0.8
E / V vs RHE

Figura 4.5. Voltamperograma ciclico estabilizado de un electrodo de carbon vitreo sin
modificar en una disolucion 1 mM DA en tampén fosfato (pH 7). Velocidad de barrido
100 mV-s!'.
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Esquema 4.1. Mecanismo ECE de la dopamina.

La figura 4.6 muestra el voltamperograma ciclico para un electrodo de
carbon vitreo sin modificar inmerso en una disolucion que contiene ambos,
dopamina y acido L-ascorbico, en concentracion 0.1 mM DA + 10 mM AA en
disolucion tampon fosfato (pH 7). Se observa que ademas de los picos propios de
la dopamina aparece un pico en torno a +0.6 V que se corresponde a la oxidacion

irreversible de acido L-ascorbico.

137



138

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E / V vs RHE

Figura 4.6. Voltamperograma estabilizado para un electrodo de carbén vitreo
inmerso en una disolucion que contiene 0.1 mM DA + 1 mM AA en una disoluciéon
tampon fosfato (pH 7). Velocidad de barrido 100 mV-s'.

La figura 4.7A muestra el voltamperograma ciclico para un electrodo de
carbon vitreo sin modificar inmerso en una disolucion que contiene dopamina y
acido L-ascorbico en concentracion 0.1 mM DA + 10 mM AA en disolucion
tampon fosfato (pH 7). Hacia valores positivos de potencial se observan dos picos
de oxidacion uno a +0.7 V y otro a +0.82 V correspondientes al proceso de
oxidacion irreversible del acido L-ascorbico y de la dopamina a dopamina-o-
quinona (DAQ), respectivamente. El pico de reduccion de dopamina-o-quinona
a dopamina se observa a +0.79 V durante el barrido inverso. Los procesos redox
correspondientes a la transicion dopaminocromo/leucodopaminocromo

aparecen a potenciales menores de +0.4 V, un valor de potencial mas bajo del



seleccionado como limite anddico en los Voltamperogramas ciclicos que se

muestran en la figura 4.7.
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Figura 4.7. (A) y (B) Respuesta electroquimica para un electrodo de carbon vitreo sin
modificar en una disoluciéon que contiene 0.1 mM DA + 10 mM AA en tampén fosfato
(pH 7) y 0.5 M H,SO,, respectivamente. Velocidad de barrido 100 mV-s™.

La figura 4.7B muestra el voltamperograma ciclico para un electrodo de
carbon vitreo sin modificar inmerso en una disolucion que contiene DA y AA en
una disolucion 0.5 M de H,SO,. En este caso, la respuesta de la dopamina no es
tan compleja, ya que la formacion de leucodopaminocromo es mucho mas lenta
en pH acido que en medio neutro [171,178,197].

Como puede observarse, en el barrido hacia valores positivos de
potencial se observa un pico de oxidacion a +0.57 V que corresponde a la
oxidacion irreversible del acido L-ascorbico, y el pico de oxidacion
correspondiente a la dopamina aparece a +0.81 V, que aparece superpuesto con
la cola de difusion de la oxidacion del acido L-ascorbico. En el barrido inverso,

la dopaminocromo es reducida en un tnico pico que aparece a +0.79 V.

139



140

A continuacion, en la figura 4.8A podemos ver el voltamperograma
ciclico para un electrodo de carbon vitreo modificado con silice no impresa (NIS)
aplicando una densidad de corriente de -10.5 mA-cm™ durante 60 s inmerso en
una disolucion que contiene DA y AA en una disolucion de tampon fosfato (pH
7). En el barrido hacia valores positivos de potencial se puede observar un pico
de oxidacion a +0.57 V que corresponde con la oxidacion irreversible de acido
L-ascorbico, el pico correspondiente a la oxidacion de la dopamina aparece a
+0.8 Vy lareduccion asociadaa +0.76 V se observa en el barrido inverso. Puede
observarse que los procesos redox debidos a la dopamina aparecen poco definidos
para este electrodo, posiblemente debido a la formacion de una pelicula de poli-
dopamina que bloquea los poros de silice [196], empeorando de este modo la

respuesta del electrodo modificado para la deteccion de dopamina.
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Figura 4.8. (A) y (B) Respuesta electroquimica para un electrodo modificado con
Silice No Impresa (NIS) (-10.5 mA-cm™) en una disolucion que contiene 0.1 mM DA
+ 10 mM AA en tampén fosfato (pH 7) y 0.5 M H,SO,, respectivamente. Velocidad

de barrido 100 mV-s™.



En la figura 4.8B se muestra la respuesta electroquimica para un
electrodo modificado con Silice No Impresa (NIS) aplicando una corriente de
reduccion de -10.5 mA-cm” durante 60 s sumergido en una disolucion que
contiene dopamina y acido L-ascorbico en medio acido (0.5 M H,SO,). En el
barrido de oxidacion se observa un picoa +0.57 V correspondiente a la oxidacion
irreversible del acido L-ascorbico y a +0.8 V aparece un pico correspondiente a
la oxidacion de la dopamina, la reduccion de ésta aparece en el barrido inverso a
+0.78 V. Este tltimo proceso aparece bien definido y claramente separado de la
oxidacion de AA.

Comparando los voltamperogramas correspondientes a un electrodo sin
modificar (carbon vitreo) (figura 4.7) y los electrodos modificados con silice
electrodepositada (figura 4.8) tanto en medio acido como en medio neutro,
puede observarse que en medio acido los picos de oxidacion correspondientes al
acido L-ascorbico y la dopamina presentan una buena separacion pico a pico,

ademas de estar mejor definidos que en medio neutro (figura 4.8B).

4.3.4 Optimizaciéon de la impresién molecular: Selectividad y efecto de
impresion
Con el fin de optimizar la modificacion de los electrodos en cuanto a
selectividad para la deteccion de dopamina en presencia de acido L-ascorbico, se
definio el Parametro de Selectividad (SP) a partir de los voltamperogramas
obtenidos, como la relacion entre el valor de corriente faradica correspondiente
a la oxidacion de DA y la correspondiente a la oxidacion de AA calculada a partir

del voltamperograma obtenido del electrodo inmerso en una disolucion que

contiene una relacion de concentracion DA:AA de 1:100.

Sp ='ba (4.1)

laa

141



142

Por ejemplo, para el electrodo NIS presentado en la figura 4.8B este SP
tiene un valor de 0.48. El SP se calculo para peliculas de Silice Impresa
Molecularmente (MIS) preparadas usando diferentes valores de densidad de
corriente, comprendidos estos entre -5y -21 mA-cm durante 60 s.

Posteriormente, para estudiar el efecto de impresion se adicionaron
diferentes concentraciones de molécula molde (dopamina), comprendidas entre
10° y 0.2 M, en la disolucion precursora de silice. El SP de la pelicula impresa
molecularmente (MIS) (SPy5) fue comparado con el SP de peliculas no impresas
(NIS) electrodepositadas en las mismas condiciones, pero en ausencia de
molécula molde (SPy;). Esta relacion fue definida como Parametro Efecto de
Impresion (IEP):

IEP = Zouis (4.2)
SPNis

Por lo tanto, IEP=1 indica que, para los electrodos preparados en las
mismas condiciones electroquimicas, el SP para electrodos impresos
molecularmente es el mismo que para electrodos preparados en ausencia de
molécula molde (no impresos molecularmente), por tanto, no se observa ningtin
efecto de la impresion.

En la figura 4.9 se puede observar una grafica de contorno para los
valores de IEP de diferentes capas de silice preparadas por deposito
electroasistido para un valor de densidad de corriente de -10.5 mA-cm” y a

diferentes tiempos, es decir, cargas transferidas.
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Figura 4.9. Grafica de contorno para Parametro Efecto de Impresion (IEP) para
peliculas de silice en funcion de la concentracion de molécula molde, (DA en este
caso) y el valor absoluto de carga usada en el electrodeposito (carga transferida).

Densidad de corriente -10.5 mA-cm™.

El valor de IEP se representa como funcion de dos variables: la
concentracion de molecula molde (DA) en el eje de abscisas y la cantidad de silice
electrodepositada representada como la cantidad de carga eléctrica que atraviesa
el electrodo durante el electrodeposito, en el eje de ordenadas.

Se observa que para valores de concentracion de dopamina inferiores a
0.04 M en la disolucion precursora de silice los valores de IEP son bajos. Para
estas peliculas los valores de IEP son menores de 2, indicando que el
comportamiento para peliculas impresas (MIS) es similar a las peliculas no
impresas (NIS) y, por tanto, no hay un efecto importante de la impresion

molecular. En la grafica de contorno podemos observar un valor de IEP optimo
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(y por tanto, de selectividad), se corresponde con un valor de concentracion de
molécula molde proximo a 0.1 M para todos los valores de carga
electrodepositada.

En la figura 4.9 podemos observar que el maximo para IEP es obtenido
para un valor de carga de 150 mC-cm™ y que este valor sigue siendo elevado hasta
un valor de carga de 600 mC-cm. Peliculas depositadas empleando valores de
carga superiores conducen a una peor selectividad, esto puede ser debido a la
perdida de coherencia en la capa, ya que debe haber una cantidad critica de silice
que se electrodeposite, es de suponer que la pelicula de silice debe presentar una
adherencia limitada al electrodo de carbon vitreo y capas muy gruesas pueden
desprenderse parcialmente de la superficie del electrodo.

El voltamperograma ciclico para un electrodo modificado con silice
impresa (MIS) preparado en las condiciones optimizadas: carga 150 mC-cm” y
[DA]=0.1 M, inmerso en una disolucion 1 mM DA + 100 mM AA se muestra
en la figura 4.10, presentando un valor para IEP de 3.62. Ademas, en esta figura
se compara con el voltamperograma obtenido para un electrodo modificado con

silice no impresa (NIS) (linea discontinua) preparado en las mismas condiciones.
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Figura 4.10. Voltamperogramas ciclicos estabilizados para un electrodo modificado
con NIS (densidad de corriente -10.5 mA-cm?; carga 150 mC-cm?; linea discontinua)
y para un electrodo modificado con MIS (densidad de corriente -10.5 mA-cm™; carga

150 mC-cm y 0.1 M DA molde; linea continua) en una disolucién que contiene 1
mM DA + 100 mM AA (relacion DA:AA 1:100) en 0.5 M H,S0O,. Velocidad de
barrido 100 mV-s™.

El electrodo modificado con MIS presenta mejor selectividad para la
deteccion de DA que el electrodo modificado con NIS. Mientras que el valor de
corriente para la oxidacion de DA es similar en ambos electrodos, NIS y MIS, la
diferencia mas importante se debe a la disminucion en la intensidad de corriente
para el pico de oxidacion de AA en el electrodo modificado con silice impresa,
lo que indica que esta pelicula actia como filtro molecular para DA, excluyendo

parcialmente el paso de las moleculas de acido L-ascorbico.
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4.3.5 Silice impresa molecularmente como sensor electroquimico de
dopamina

El electrodo modificado con silice puede ser usado adecuadamente como
sensor voltamperométrico para la deteccion de dopamina. La figura 4.11A
muestra los voltamperogramas para un electrodo modificado con MIS para
sucesivas adiciones de dopamina. Se observa que un incremento en la
concentracion de dopamina va acompanada con un incremento en la corriente de
oxidacion que aparece sobre +0.8 V.

La figura 4.11B muestra las curvas de calibrado obtenidas para un
electrodo de carbon vitreo sin modificar, para un electrodo modificado con NIS
y para un electrodo modificado con MIS.

Cabe destacar que el electrodo sin modificar presenta una respuesta
sensible a dopamina para concentraciones inferiores a 250 puM pero este
electrodo pierde sensibilidad para concentraciones mas elevadas de dopamina. La
recta de calibrado para concentraciones inferiores a 250 uM se puede ajustar a
una linea recta (R’=0.999) y la sensibilidad de este electrodo es de 0.83 yA-uM-
'. Como puede observarse, la presencia de silice no impresa (NIS) sobre el
electrodo de carbon vitreo mejora la sensibilidad hacia la dopamina, debido a la
afinidad de la silice por estas moleculas [183] aumentando el rango lineal, y por
tanto, la sensibilidad hasta 500 uM. La sensibilidad para el electrodo modificado
con silice no impresa se incrementa presentando un valor de 2.21 pA-uM™.

Los electrodos modificados con silice impresa molecularmente (MIS)
presentan una mejora en el comportamiento con respecto al electrodo de carbon
vitreo sin modificar y al electrodo modificado con silice no impresa (NIS), como
puede observarse en la figura 4.11B, para un electrodo modificado con MIS en

las condiciones Optimas (concentracion de dopamina molde 0.1 M), la



sensibilidad para concentraciones por debajo de 250 uM es ligeramente mayor,
con respecto al electrodo modificado con NIS (sensibilidad 2.24 uA-uM™) pero
ademas, el electrodo modificado con MIS presenta una buena sensibilidad para

concentraciones de dopamina mayores de 2 mM.
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Figura 4.11. (A) Respuesta electroquimica para un electrodo modificado con MIS en
las condiciones 6ptimas (densidad de corriente -10.5 mA-cm?, carga 150 mC-cm™y
0.1 M DA (molde) en una disoluciéon de 0.5 M H,SO, después de la adicion de
diferentes cantidades de dopamina. Velocidad de barrido 100 mV-s™'. (B) Curvas de
calibrado para la cuantificaciéon de dopamina con diferentes electrodos: carbon vitreo
sin modificar (cuadrados), carbén vitreo modificado con NIS (densidad de corriente -
10.5 mA-cm™, carga 150 mC-cm™?, triangulos) y carbon vitreo modificado con MIS
(densidad de corriente -10.5 mA-cm?, carga 150 mC-cm™ y 0.1 M DA, circulos).
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La impresion molecular de silice tiene un efecto positivo en terminos de
sensibilidad en la deteccion de dopamina. En la figura 4.12 se observan las curvas
de calibrado para electrodos modificados con MIS preparados usando diferentes
concentraciones de dopamina molde, 10* M (circulos huecos) y 10 M (triangulo
invertido).A medida que aumentamos la concentracion de DA con la que se

imprime aumenta la sensibilidad.

14004 <« cc
v MIS0.01
1200 4 O  MIS0.001 v
1000 v o
o~ O
' 800 4
: y
< 6004
Z n <
.— 4004 -
o} <
200 4 <
A
04
T T T .
0 500 1000 1500

[DA] / uM

Figura 4.12. Curvas de calibracion para diferentes electrodos: electrodo de carbon
vitreo sin modificar y electrodo modificado con silice impresa molecularmente

utilizando diferentes valores de [DA] molde.

El limite de deteccion (LOD), calculado como 3 veces la desviacion
estandar de la sefial del blanco, segan el criterio de la ITUPAC [198], para el
electrodo modificado con MIS es de 5.51x107 mol-L" para dopamina.

La figura 4.13 muestra el voltamperograma ciclico de un electrodo

modificado con MIS después de una elevada adicion de AA, comprobando asi la



efectividad de la capa MIS. La concentracion de dopamina se mantuvo constante
en 10 uM mientras que la concentracion de acido L-ascorbico era superior a 0.1
M. La adicion de interferente (en relacion molar DA:AA 1:10000) afecta muy

ligeramente a la medida de la corriente correspondiente a la dopamina.
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Figura 4.13. Voltamperograma ciclico estabilizado para un electrodo modificado con
MIS (densidad de corriente -10.5 mA-cm™?, carga 150 mC-cm™ y 0.1 M DA) en una
disolucion que contiene 10 uM de dopamina (linea discontinua) y en una disolucion de
10 uM DA + 0.1 M AA (linea continua) en 0.5 M H,SO,. Velocidad de barrido 100

mV-s'.

Estos electrodos modificados con MIS también pueden ser usados como
sensor para la deteccion amperometrica de dopamina en presencia de acido L-
ascorbico. La figura 4.14 muestra la respuesta cronoamperomeétrica registrada
para un electrodo modificado con MIS en una disolucion que contiene 50 mM de
acido L-ascorbico. El potencial aplicado en el electrodo de trabajo se fijo a +0.9

V durante las sucesivas adiciones de dopamina. Despues de la adicion del
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neurotransmisor puede observarse un incremento en la corriente, proporcional
a la concentracion de dopamina.

Ademas, la adicion de una elevada cantidad de acido L-ascorbico (1 uM)
no afecta a la intensidad de corriente medida durante el experimento. La adicion
final de acido L-ascorbico es 3 ordenes de magnitud mayor que la cantidad
previamente afiadida de dopamina, sin afectar significativamente a la medida. Se
considera que la pelicula de silice es un filtro molecular efectivo para el acido L-
ascorbico. Se observa una respuesta lineal para un intervalo de concentraciones
de dopamina comprendido entre 100 nM y 1 uM, en una disolucion que contiene

50 mM de interferente (AA).

250 AA
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Figura 4.14. Respuesta cronoamperométrica para un electrodo modificado con MIS
(densidad de corriente -10.5 mA-cm™, carga 150 mC-cm” y 0.1 M DA molde) para la
adicion de cantidades crecientes de dopamina. Potencial de deteccion +0.9 V.

Disolucion de 50 mM de acido L-ascorbico en tampon fosfato (pH 7).

La regresion lineal conduce a un valor de sensibilidad de 22.3 uA-uM'
con un coeficiente de correlacion, R’=0.994. El limite de deteccion (LOD),

calculado fue de 14 nM para la dopamina en estas condiciones.



Estos experimentos de cronoamperometria fueron realizados de forma
similar en medio acido (0.5 M H,SO,) proporcionando una respuesta lineal para
un intervalo de concentraciones comprendidas entre 100 nM y 1 uM para
dopamina en presencia de acido L-ascorbico. Se obtuvo un valor de sensibilidad
de 21.0 yA-uM™"' y R’=0.996. El limite de deteccion (LOD) obtenido fue de 57
nM para la dopamina en esas condiciones.

En la tabla 4.1 se recogen diferentes parametros analiticos obtenidos para
diferentes electrodos modificados que se encuentran en la literatura cientifica
reciente para la deteccion de dopamina en presencia de acido L-ascorbico. Como
puede observarse, en el mejor de los casos, en todos los trabajos consultados, la
relacion molar DA:AA es de 1:1000 mientras que en el sensor propuesto se
puede usar en una relacion 1:50000, cantidad de acido L-ascorbico proxima a la
que se encuentra en fluidos biologicos.

Finalmente, conviene indicar que los electrodos modificados con silice
son estables durante varios dias si la pelicula de silice se mantiene himeda. De
esta manera, el electrodo modificado con silice puede ser reutilizado despues de
someterlo a un procedimiento de limpieza similar al presentado en la figura 4.2A
de este modo, se us6 el mismo electrodo hasta en 7 ocasiones para realizar

medidas en las mismas condiciones.
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Tabla 4.1. Comparacion entre diferentes electrodos modificados recogidos en

literatura para la deteccion electroquimica de dopamina en presencia de acido L-

ascorbico.
Relacié
LOD | Sensibilidad | oo o®
Electrodo modificado molar Ref.
M UM
H HAu DA:AA
Nanotubos de carbono-
. . 0.06 0.086 1:50 [199]
polipirrol
Au- Silice core shell 0.02 0.0417 - [189]
Oxido de grafeno-silice 0.03 0.0047 - [200]
Nanoparticulas Au-
, 0.0078 0.2443 1:100 [201]
polimero
Grafeno-rojo congo 0.11 0.025 - [202]
Grafeno 2.64 0.0659 1:250 [203]
B-ciclodextrina-grafeno 0.005 - 1:1000 [204]
Amino-f-ciclodextrina- 05 0514 1:100 [205)
nanotubos de carbono
Poly-B-ciclodextrina 4.1 - 1:33 [109]
Grafeno-Au,Ag 0.205 0.03 1:1000 [188]
Poly-o-aminofenol 0.00198 0.2369 1:1000 [191]
Cisteamina-SAM 2.31 0.014 1:500 [206]
Nanotubos de carbono-
L, 0.1 0.237 15 [207]
liquido iénico
L-cisteina-SAM 0.02 - 1:4 [187]



Continuacion tabla 4.1.

Relacis
LOD | Sensibilidad clacion
Electrodo modificado molar Ref.
M A-uM-!
H HAH DA:AA
Poli-EDOT-co-(5-
amino-2-ac. 0.5 1 1:500 [186]
naftalensulfénico)
Au nanorods 0.0055 3.28 1:1000 [192]
Ac. fitico-nanotubos de
0.08 - 1:250 [208]
carbono
Array microelectrodos 0.454 5.21x 10* 1:220 [209]
Poli(nicotinamida)/CuO  0.08 0.236 1:25 [210]
Poli-o-fenilendiamina 0.58 - 1:50 [211]
PSS- tubos d
nanotubos e 15.7 12.37 1:500 [212]
carbono
Grafeno silanizado 0.01 - 1:1000 [190]
Poli-metiltiofeno-Pd, Pt  0.008 1.44 1:100 [213]
Au nanoporoso 0.017 - 1:500 [214]
Silice I
fice smpresa 0.014 223 1:50000 Este
Molecularmente trabajo
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4.4 Conclusiones

En el presente capitulo se prepararon electrodos de carbon vitreo
modificados con peliculas de silice preparadas por deposito electroasistido
usando una disolucion precursora de sol-gel. Con el uso de este método se
pueden controlar facilmente las propiedades del electrodo.

Las peliculas de silice impresas molecularmente (MIS) con dopamina
fueron preparadas para la deteccion electroquimica de ésta en presencia de acido
L-ascorbico.

Las capas de silice electrodepositadas presentan una elevada coherencia
y homogeneidad actuando como filtro a nivel molecular. Los electrodos de
carbon  vitreo modificados con silice pueden wusarse en la deteccion
electroquimica selectiva de dopamina en presencia de una elevada cantidad de
AA (DA:AA relacion molar de 1:50000), siendo estos niveles de interferente
similares a los que se encuentran en muestras fisiologicas.

Se ha obtenido un sensor de dopamina con un limite de deteccion de

0.014 uM y una sensibilidad de 22.3 pA- pM™, valor superior al obtenido por

b
otros autores con electrodos quimicamente modificados.
El método electroquimico desarrollado para la fabricacion del sensor es

muy versatil y puede ser aplicado para la deteccion de otras moleculas de interes,

simplemente modificando en el metodo propuesto la molecula molde empleada.



5. Estudio de la afinidad de electrodos
modificados con silice por distintos
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5.1 Introduccidon

La identificacion y cuantificacion de neurotransmisores (NT) en fluidos
fisiologicos, como plasma u orina, es fundamental para la deteccion y el
diagnostico de enfermedades [33], ocupando un lugar importante en el campo
del electroanalisis. Por ejemplo, niveles anormales de concentracion de estos
compuestos pueden estar relacionados con diversas de enfermedades incluyendo:
esquizofrenia, Parkinson, Alzheimer, carcinomas, depresion, entre otras [215—
217]. Por lo tanto, el seguimiento de las concentraciones de estos
neurotransmisores es una buena estrategia para la deteccion precoz de estas
enfermedades, para el estudio de patologias y para el desarrollo de nuevos
medicamentos.

Como ya se expuso en la introduccion de esta tesis, se han utilizado, para
la  deteccion de neurotransmisores, gran variedad de tecnicas:
espectrofotometricas, radioenzimaticas, cromatograficas (GC y HPLC) o
inmunoensayos [34,35]. Sin embargo, estos métodos de analisis suelen ser caros,
complejos y necesitan etapas de preparacion de la muestra.

Al tratarse de moléculas electroactivas, su deteccion electroquimica
también es posible, solventando varios de los problemas que presentan las
tecnicas antes mencionadas. Con el uso de sensores electroquimicos se consigue
la deteccion con dispositivos en miniatura y reducir costes, ademas la respuesta
del analisis es rapida presentando buena sensibilidad.

Al tratarse de moleculas tan similares siguen un mecanismo de oxidacion
casi idéntico. En el capitulo 4 ya se explico el mecanismo tipo ECE para las
catecolaminas [196], que consiste en 3 etapas: oxidacion electroquimica para dar
catecolamina-o-quinona (etapa E,), ciclacion quimica de catecolamina-o-quinona

a leucoaminocromo (etapa C) y finalmente otra etapa electroquimica donde se
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da la oxidacion del leucoaminocromo a aminocromo (etapa E,). Para los 3
neurotransmisores la oxidacion electroquimica para dar catecolamina-o-
quinona, es decir, la etapa E; es casi idéntica y se oxidan a potenciales bastante
cercanos. Debido a esta similitud la deteccion electroquimica de estas moléculas
presenta baja selectividad. Ademas, éstas se encuentran en concentraciones bajas
en fluidos fisiologicos y coexisten entre ellas y con otros interferentes, como
acido ascorbico y acido Grico que son también electroactivos. Sin embargo, se
observan diferencias, para los 3 neurotransmisores, en la velocidad de la etapa
C. En el esquema 5.1 se muestra el mecanismo para la etapa quimica (etapa C).
La especie generada en la etapa E;, la catecolamina-o-quinona, tiene un anillo
deficiente de electrones y un grupo amino electron-donor. En primer lugar
ocurre la desprotonacion del grupo amino (A), la molecula desprotonada es capaz
de producir un ataque nucleofilo (B) y tras la rearomatizacion se obtiene la

especie ciclada conocida como leucoaminocromo.

ki +H* (A)
k—l
ks (B)

Esquema 5.1. Mecanismo etapa C del mecanismo ECE de las catecolaminas (para DA
R yR’ = H; para NE R=OH y R’=H; y para EP R=OH y R’=CH,).



La velocidad de ciclacion se puede calcular segﬁn la ecuacion siguiente:

kika

ke = k_1[H*]+k,

(5.1)

Donde k_ es la constante de velocidad para la etapa quimica, kq y k_;
son las constantes de velocidad de asociacion y disociacion para la protonacion
relacionada con K, de la amina y k; es la constante de velocidad del ataque
nucleofilo (esquema 5.1B).

Modificando electrodos de manera que éstos interaccionen de forma
diferente con cada uno de los neurotransmisores se podria resolver el problema
de selectividad de la deteccion electroquimica de estos neurotransmisores (NT).

La modificacion de electrodos mediante la metodologia sol-gel nos
proporciona un amplio abanico de posibilidades. El uso de precursores con
grupos organicos (ORMOSIL) para modificar la silice nos permite introducir
grupos organicos en ella y por tanto, modular asi las propiedades quimicas de
eésta, como la porosidad o la polaridad de los poros. Esto hara que las
interacciones entre silice y neurotransmisor se puedan modular.

Con este objetivo, la composicion de la silice fue modificada con grupos
organicos diferentes: metilo, propilo, isobutilo, octilo y fenilo.

En bibliografia se encuentran estudios sobre la interaccion de la silice con
neurotransmisores, en columnas cromatograficas [218-220], en concreto de
cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (HILIC, Hydrophilic Interation
Liquid Chromatography). En este tipo de cromatografia la fase movil utilizada
normalmente es de naturaleza organica, generalmente acetonitrilo, con un
porcentaje pequeno de disolvente acuoso. Se emplean columnas que tienen la

propiedad de retener y separar compuestos polares, éstas se caracterizan por su
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grado de hidrofilicidad y normalmente estan compuestas de silice sin modificar,
o bien modificada con grupos anionicos, cationicos o zwitteriones [219]. En
bibliografia se encuentran ejemplos en los que usando columnas de silice
modificadas con grupos amida consiguen determinar catecolaminas (dopamina,
norepinefrina, epinefrina) en orina [220] e incluso detectar hasta 20
neurotransmisores en 20 minutos utilizado HILIC acoplada a espectrometria de
masas [218].

En esta tesis el estudio de afinidad de la silice por estos
neurotransmisores fue realizado por métodos electroquimicos. Comparando la
cantidad de neurotransmisor adsorbido en cada capa de silice podemos evaluar la
habilidad de la silice para discriminar entre estas moléculas.

La adsorcion depende de la interaccion entre la superficie del adsorbente
y las especies adsorbidas. En los fenomenos de adsorcion hay que tener en cuenta
la superficie del adsorbente, ya que ésta determina la naturaleza de las uniones
con los neurotransmisores. Como ya se expuso en el capitulo 3, se utilizaron
diferentes técnicas para evaluar el comportamiento de la superficie de silice:
analisis termogravimetrico acoplado a espectrometria de masas para evaluar el
comportamiento térmico y cuantificar el contenido de materia organica. La
espectroscopia FTIR y las microscopias TEM y FESEM se utilizaron para
caracterizar morfologicamente y conocer mejor las propiedades superficiales de
la silice.

En este capitulo vamos a estudiar en detalle las interacciones entre los
neurotransmisores y la silice, estudiando los procesos de adsorcion y desorcion.

El fenomeno de adsorcion, en la interfase solido-liquido, implica un
cambio en la concentraciéon de la disolucion. Las isotermas de adsorcion se

construyen midiendo la concentracion de adsorbato en el medio antes y después



de producirse la adsorcion en el adsorbente a un valor de temperatura constante.
De esta forma se estudia la interaccion entre el adsorbente y el adsorbato, en
nuestro caso entre la silice y los neurotransmisores. La forma de la isoterma de
adsorcion proporciona informacion cualitativa y cuantitativa de la naturaleza de
la interaccion NT-silice. La clasificacion mas aceptada de los distintos tipos de
isotermas de adsorcion es la propuesta por Giles [221] y mostrada en la figura
5.1. Se observa que existen 4 tipos: tipo S, tipo L o Langmuir, tipo H o de alta
afinidad y tipo C o de particion constante, de acuerdo con la forma de su parte
inicial; cada uno de estos tipos se subdivide en cinco subgrupos (1-4 y mx) de
acuerdo con el grado de recubrimiento superficial y con la forma del tramo final
de las isotermas.

Las isotermas tipo S son concavas respecto al eje de ordenadas, es decir,
la adsorcion se ve favorecida conforme aumenta la concentracion del soluto en la
fase liquida, se trata, por tanto de una adsorcion cooperativa. Estas curvas se dan
cuando existe una fuerte atraccion intermolecular entre las moléculas de soluto
y cuando existe una competencia por los sitios del adsorbente, entre éstas y las
moleculas de disolvente o de otras especies adsorbidas.

Las isotermas tipo L, o tipo Langmuir, son concavas respecto al eje de
abscisas, es decir cuantos mas sitios del adsorbente estén ocupados por el soluto
mas dificil es para éste encontrar sitios libres donde adsorberse, esto implica que
no existe competicion fuerte con el disolvente.

Las isotermas tipo H o de elevada afinidad son un caso especial de las tipo
L, el soluto tiene tanta afinidad por la fase solida que en disoluciones diluidas se
encuentra totalmente adsorbido; como puede observarse (figura 5.1) la parte

inicial de la isoterma es vertical.
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Las isotermas tipo C o de particion constante presentan una parte lineal
hasta alcanzar la capacidad maxima de adsorcion, donde se produce un cambio
brusco a un tramo horizontal o meseta. Este tipo de adsorcion indica que el
adsorbato presenta mayor afinidad por el adsorbente que por el disolvente. La
forma lineal de la isoterma indica que el soluto penetra en zonas inaccesibles al
disolvente.
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Figura 5.1. Clasificacion de Giles de isotermas de adsorcién en disolucion [221].

Los subgrupos indican la extension en la que ha ocurrido la adsorcion.
En las isotermas del subgrupo 1 la saturacion de la superficie no se ha

completado. En el subgrupo 2 se ha completado la monocapa; los subgrupos 3 y



4, que presentan mesetas, indican que existe una barrera energetica que se debe
vencer antes de que se pueda producir la adsorcion en nuevos sitios (el soluto
tiene mucha afinidad por el disolvente pero poca por las moléculas de soluto ya
adsorbido sobre la superficie del adsorbente). La segunda subida y segunda
meseta (subgrupos 3 y 4) se achacan al desarrollo de una nueva superficie
susceptible de adsorber, puede ser debida a la capa de moleculas ya adsorbidas o
a regiones del solido en los que le soluto comienza a penetrar [222].

La adsorcion de moléculas organicas en silice ha sido ampliamente
estudiada teniendo en cuenta el caracter hidrofilico o hidréfobo de la silice [223];
por ejemplo, la adsorcion de moleculas organicas como alcohol bencilico,
benzaldehido, acido benzoico y tolueno desde ciclohexano en silice. Las
moleculas organicas polares: alcohol bencilico, benzaldehido y acido benzoico
dan lugar a isotermas tipo L, y el tolueno, molecula apolar presenta una isoterma
tipo C [224]. Se analizaron las isotermas de adsorcion suponiendo que el enlace
de hidrogeno es el responsable de la adsorcion y que puede ser debido a (a) los
electrones T del anillo de benceno y el atomo de hidrogeno del grupo hidroxilo
de la silice o, (b) los atomos de oxigeno de los compuestos aromaticos y los
atomos de hidrogeno de los grupos silanol o, (c) el atomo de hidrogeno unido al
atomo de oxigeno de los compuestos aromaticos y los atomos de oxigeno de los

grupos silanol.

5.2 Experimental

Para este capitulo los reactivos utilizados fueron: tetraetoxisilano
(TEOS), metil-trietoxisilano (MTES), n-propil-trietoxisilano (PrTES), isobutil-
trietoxisilano (isoBTES), octil-trimetoxisilano (OTMS), fenil-trietoxisilano

(PhTES), etanol (EtOH), cloruro potasico (KCl), dopamina hidrocloruro (DA),
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(-)-epinefrina (EP) y norepinefrina (NE), acido clorhidrico (HCI) pureza del
37%, dihidrogeno fosfato de potasio (KH,PO,), hidrogeno fosfato de dipotasio
(K,HPO,). Todas las disoluciones fueron preparadas usando agua ultrapura (18.2
M£2-cm) obtenida de un sistema ELGA Lab Water Purelab. Para mas detalles ver el
capitulo 2.

Como electrodo de trabajo se utilizé6 una barra de carbon vitreo (GC)
(arca geométrica de 0.07 cm’). Este electrodo fue cuidadosamente pulido con
papel de lija y a continuacion sonicado durante 10 minutos para eliminar los
restos adheridos durante el pulido. El area electroactiva de cada electrodo fue
calculada en relacion a la capacidad de la doble capa eléctrica del
voltamperograma ciclico registrado en una disolucion blanco (PBS, pH 7).

La modificacion de los electrodos se llevo a cabo mediante deposito
electroasistido de forma similar a la que se indico en capitulos anteriores. Un
electrodo de carbon vitreo se introdujo en un vial de vidrio que contenia la
disolucion precursora de silice: 6 mL (0.0269 moles) TEOS, 8.2 mL EtOH y 5.8
mL de una disoluciéon que contiene 0.01 M HCl + 0.47 M KCI previamente
hidrolizada. Se aplico una corriente de -0.175 mA durante 1 minuto para
conseguir una pelicula delgada y uniforme de silice. El dispositivo experimental
utilizado es como el que se mostro en el capitulo 3, epigrafe 3.2.

De igual forma que se indic6 en el capitulo 3, en la tabla 5.1 se muestra
la nomenclatura utilizada para identificar las distintas capas de silice sintetizadas.
Asi, la silice convencional preparada tal y como se describi6 anteriormente se
etiqueto como SC. Para el caso de las capas modificadas con grupos organicos
(R) se etiquetaron empleando el término xR, siendo x la fraccion molar de
precursor organico (R—Si(EtO);) en la mezcla inicial (expresada como %) y R un

identificador del grupo organico empleado y sustituido por : M para R = —CH;



(metilo); P para R= —CH,CH,CHj (propilo); I para R= —CH(CH3); (isobutilo);
O para R=—(CH,);CHj (octilo); y F para R= —C¢H;s (fenilo). En general, una
pelicula de silice xR se representa con la formula SiO;_o5,R,, sustituyendo x por
el valor correspondiente para cada concentracion se obtiene la composicion
teorica del gel, tal como se muestra en la tabla. Asi por ejemplo, la silice
etiquetada como 51 corresponderia a una capa sintetizada a partir de una
disolucion precursora en la que el 5% de los moles de precursor son de isobutil-

trietoxisilano y el 95% restante de tetractoxisilano (Si(EtO).).

Tabla 5.1. Fraccion molar expresada como moles de precursor orgénico de silicio
entre moles totales de precursor de silicio en las disoluciones precursoras de silice

modificada organicamente, xR (moles totales de silicio=0.0269).

Fraccion molar Composicion tedrica . .
Acronimo
R-Si(EtO);/moles Si totales del gel
0 Sio, SC
0.01 SiO1.995R0 01 IR
0.05 SiO; 575R 05 5R
0.10 SiO; osR 10R
0.20 SiO, 4Ry, 20R

Los experimentos voltamperomeétricos fueron realizados en una celda
electroquimica de vidrio convencional como la mostrada en el capitulo 2. Como
contra-electrodo se utilizo un hilo de platino y como electrodo de referencia un

electrodo reversible de hidrogeno.

165




166

5.3 Resultados y discusion

5.3.1 Comportamiento electroquimico de dopamina, norepinefrina y
epinefrina

Como ya se describio anteriormente, las catecolaminas reaccionan
electroquimicamente con un mecanismo tipo ECE: una primera etapa
electroquimica de transferencia electronica (E) seguida de una etapa quimica (C)
y a continuacion, tiene lugar una reaccion electroquimica (E).

En la figura 5.2 se muestra el voltamperograma ciclico estabilizado para
un electrodo de carbon vitreo inmerso en una disolucion que contiene 1 mM DA
en PBS (pH 7), se observa que hacia valores positivos de potencial aparece un
pico a t0.84 V (I=24.07 uA), correspondiente a la oxidacion de dopamina a
dopamina-o-quinona (DAQ), el pico correspondiente a la reduccion de esta
especie se observa a +0.70 V durante el barrido inverso (I=16.89 uA). La
diferencia entre la intensidad del pico de oxidacion y reduccion (~7 uA) se puede

deber a la formacion del leucodopaminocromo [196]. La separacion de picos

(AEP =E.x — E..q) observada es de 140 mV y el valor de potencial formal (E 0’)
del par redox es de 0.76 V.

La dopamina-o-quinona sufre una reaccion de ciclacion quimica dando
lugar a dopaminocromo. Los procesos redox correspondientes a la transicion
dopaminocromo/leucodopaminocromo aparecen a potenciales menores de
+0.4 V, como puede observarse en la figura 5.2, aparece un pico de reduccion a
+0.34 V (I=9.26 pA) correspondiente a la reduccion de dopaminocromo a

leucodopaminocromo. El contraproceso se observa a +0.4 V (I=9.72 uA). En

este proceso la separacion de picos es de 80 mV y el EO’:O.36 V.
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Figura 5.2. Voltamperograma ciclico estabilizado de un electrodo de carbon vitreo
inmerso en una disolucién 1 mM DA en PBS (pH 7). Velocidad de barrido 100 mV-s™'.

En la figura 5.3 se muestra la respuesta voltamperometrica para un
electrodo de carbon vitreo inmerso en una disolucion 1 mM de norepinefrina en
PBS (pH 7). Se observan dos procesos redox. El pico que aparece a +0.77 V

(I=17.49 pA) y su contraproceso observado en el barrido inverso a +0.7 V

(I=11.29 pA); con una separacion de picos de 70 mV y 50,:0.74\/, se
relacionan con la oxidacion-reduccion de norepinefrina a norepinefrina-o-
quinona. A valores menores de potencial se observa el otro proceso redox, a
+0.36 V se observa un pico de reduccion (I=13.12 pA) y en el barrido inverso

se observa el contraproceso a +0.42 V (I=13.48 pA). Para este par redox la

separacion de picos es de 60 mV y el E0’:0.38 A%
Se observa que la respuesta electroquimica de la norepinefrina es casi

idéntica a la de la dopamina (figura 5.2), los procesos redox implicados aparecen
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a potenciales con valores similares, ya que ambas moléculas siguen un mecanismo
de tipo ECE similar [178,196,225]. Sin embargo, la intensidad de los picos es
diferente, para los picos correspondientes a la oxidacion-reduccion de la
catecolamina a catecolamina-o-quinona son ligeramente mas intensos para
dopamina que para norepinefrina; pero para los picos correspondientes a la
oxidacion-reduccion de leucoaminocromo a aminocromo son ligeramente mas
intensos para norepinefrina que para dopamina, es decir, en el caso de la

norepinefrina se observa una mayor formacion del producto ciclado.
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Figura 5.3. Voltamperograma ciclico estabilizado de un electrodo de carbon vitreo
inmerso en una disolucién 1 mM NE en PBS (pH 7). Velocidad de barrido 100 mV-s™.

Esto puede ser debido a que los valores de pKa para ambos
neurotransmisores son diferentes, siendo 10.63 para dopamina y 9.78 para

norepinefrina [226], es decir, en la norepinefrina, al estar mas desprotonada que



dopamina, esta favorecida la formacion de la especie ciclada, vease esquema 5.1,
etapa (A).

En la figura 5.4 se muestra el voltamperograma estabilizado para un
electrodo de carbon vitreo inmerso en una disolucion que contiene 1 mM de
epinefrina en PBS (pH 7), puede observarse que ésta, al igual que la dopamina y
la norepinefrina, reacciona electroquimicamente siguiendo un mecanismo tipo
ECE. Hacia valores positivos de potencial se observa un pico a +0.80 V (1=20.40
uA) correspondiente con la oxidacion de la epinefrina a epinefrina-o-quinona, el
pico correspondiente a la reduccion de esta especie se observaa +0.73 V durante
el barrido inverso (I=5.46 pA). La diferencia entre la intensidad del pico de
oxidacion y reduccion es aproximadamente de 15 puA y podria estar relacionada

con la formacion de la especie ciclada. Para este par redox la separacion de picos

es de 70 mV y el valor de EOI es de 0.77 V. La epinefrina-o-quinona sufre una
reaccion de ciclacion quimica dando lugar a epinefrinacromo. La oxidacion de
esta especie se observa a +0.41 V (I1=20.04 pA) y la reduccion a leuco-

epinefrinacromo a +0.36 V (I=26.14 pA). La separacion de picos en este caso

esde 50mV yel E0,:0.39 V.

La tabla 5.2 resume todos los valores obtenidos en estos
voltamperogramas para los 3 neurotransmisores, en ella podemos ver la
dificultad de separar la deteccion de los diferentes NT con un electrodo

convencional de carbon vitreo.
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Tabla 5.2. Valores de potencial e intensidad de oxidacion y reduccion, separacion de
icos y potencial formal para dopamina, norepinefrina y epinefrina con un electrodo
P yP P P ) P yep

de carbon vitreo.

NT E../V ‘ E.a/V | L./pA

L/ HA ‘ AE,/mV ‘ E"/V

Primer proceso

DA 0.40 0.34 9.7 9.3 80 0.36
NE 0.42 0.36 13.5 13.1 60 0.38
EP 0.41 0.36 20.0 26.1 50 0.39

Segundo proceso

DA 0.84 0.70 24 .1 16.9 140 0.76
NE 0.77 0.70 17.5 11.3 70 0.74
EP 0.80 0.73 20.4 5.5 70 0.77
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Figura 5.4. Voltamperograma ciclico estabilizado de un electrodo de carbon vitreo
inmerso en una disolucién 1 mM EP en PBS (pH 7). Velocidad de barrido 100 mV-s™.



La epinefrina sigue el mismo mecanismo tipo ECE que dopamina y
norepinefrina y su respuesta electroquimica es por tanto similar. Pero se
observan diferencias en la intensidad de los picos, si comparamos la intensidad
del pico correspondiente a la oxidacion de catecolamina a catecolamina-o-
quinona con la intensidad del contraproceso se observa que para epinefrina se
obtienen valores de intensidad bastante diferentes para estos procesos, siendo
mayor la intensidad de pico correspondiente a la oxidacion. Si observamos la
intensidad de pico para el proceso redox correspondiente a la oxidacion-
reduccion de leucoaminocromo a aminocromo se observan valores de intensidad
mayores para epinefrina; esto quiere decir que en la epinefrina se observa mas
producto ciclado que en norepinefrina y dopamina (tabla 5.2).

Este hecho podria relacionarse con los valores de pKa, que para
epinefrina es de 9.90 [226], pero de ser asi la respuesta seria mas parecida a la de
la norepinefrina (pKa 9.78) ya que ambas moléculas estan igualmente
desprotonadas. Sin embargo, Wightman y colaboradores [226] calcularon los
valores de la constante de velocidad de ciclacion, K, utilizando la ecuacion 5.1,
para los distintos neurotransmisores en la etapa quimica del mecanismo,
obteniendo valores de 0.49 s para norepinefrina y 44 s para epinefrina, es
decir, la formacion de leucoaminocromo para epinefrina es mucho mas rapida
que para norepinefrina. Por tanto, la diferencia ha de estar relacionada con la
velocidad del ataque nucleofilo (esquema 5.1B). Segin Hawley [196] el valor de

k, para epinefrina es 3 6rdenes de magnitud mayor que para norepinefrina.
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5.3.2 Estudio de la afinidad de electrodos modificados con silice para

distintos neurotransmisores

Los electrodos utilizados en este epigrafe fueron modificados con silice,
tal y como se explica en el epigrafe 5.2, y se estudio su afinidad por los distintos
neurotransmisores. Una vez depositada la capa de silice, el electrodo se enjuago
con abundante agua ultrapura y a continuacion se introdujo en una disolucion del
neurotransmisor correspondiente durante un periodo de tiempo. Transcurrido
este tiempo se volvio a enjuagar el electrodo y se introdujo en una celda
electroquimica de vidrio convencional como la mostrada en el capitulo 2
(experimental) que contenia una disolucion blanco (0.09 L) de PBS (pH 7). Se
permite la desorcion del neurotransmisor atrapado en los poros de la silice,
mientras registramos Voltamperogramas sucesivos. Tal y como se muestra en el

en la figura 5.5.

Figura 5.5. Esquema del procedimiento de experimental para el estudio de la afinidad

de los distintos electrodos hacia los neurotransmisores.



En el caso de la dopamina, en la figura 5.6 se muestran los
voltamperogramas sucesivos para un electrodo de carbon vitreo modificado con
silice convencional (SC) inmerso en una disolucion PBS (pH 7) que previamente
habia estado sumergido en una disolucion que contenia 1 mM DA en PBS (pH 7)
durante 10 minutos. En la figura 5.6 hacia valores positivos de potencial se
observa una corriente anodica alrededor de +0.8 V correspondiente a la
oxidacion de dopamina atrapada en los poros de silice. Hacia valores menos
positivos de potencial se observa el contraproceso a +0.6 V. Puede observarse
que la intensidad del pico correspondiente a la oxidacion de la dopamina

atrapada, va disminuyendo conforme aumenta el nimero de ciclos hasta alcanzar

un valor estable de intensidad.
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Figura 5.6. Voltamperogramas ciclicos sucesivos para un electrodo modificado con
silice convencional (SC) inmerso en una disolucion PBS (pH 7) tras la adsorcion de 1

mM dopamina durante 10 minutos. Velocidad de barrido 100 mV-s™.
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Se observa que en los ciclos sucesivos la intensidad de pico va
disminuyendo hasta llegar a un valor constante practicamente nulo para 35 ciclos.
Si representamos la densidad de corriente, j (nA-cm™), del pico de oxidacion
(solo corriente faradica) frente al tiempo, obtenemos una curva que se muestra

en la figura 5.7A.

1 T T T T T

0 1 2 3 4 5 [ 7
t / min

Figura 5.7. (A) Curva de desorcion y (B) ajuste de primer orden de los datos de
desorcién de dopamina atrapada en un electrodo modificado con silice convencional
(SC) que ha sido incubado en una disolucion de adsorcion [DA] 3, =1 mM (pH 7)

durante 10 minutos.

El descenso de la densidad de corriente puede ajustarse a una curva de

decaimiento del tipo:



j = Joe™ (5:2)
siendo J la densidad de corriente del pico para t=0 s. La representacion
logaritmica se muestra en la figura 5.7B.
El valor j, se puede relacionar con la concentracion de especie
SC
0 »

electroactiva atrapada en la silice, [NT] empleando la ecuacion de Randles-

Sevcik [65], aplicable a procesos reversibles en disolucion:
jo = (2.69 - 105)n3/2D}/*[NT]5C v1/2 (5.3)
donde, jg es la densidad de corriente (A-cm™) del pico de oxidacion de
la especie electroactiva,
7N es el nimero de electrones implicados en el proceso,
Dy es el coeficiente de difusion del neurotransmisor (cm?s™),

v es la velocidad de barrido (V's™),

[NT ‘gces la concentracion de la especie electroactiva expresada en
mol-cm y relacionada con la afinidad de la capa de silice para el
neurotransmisor.

Considerando para dopamina n=2, Dy=6-10° cm”s'[141] y v=0.1 V-5’
1 . ./ . !/

se va a determinar la concentracion aparente de dopamina en la cercania de la
SC
0

superficie del electrodo de carbon vitreo al inicio del experimento, [DA]

y

adsorbida en la capa de silice.

En este caso concreto, para la dopamina, [DA] (S)C , es 82.8 mM, es decir,
la concentracion aparente medida en la capa de silice es 82.8 veces mayor que la
concentracion de dopamina en la disolucion de adsorcion ([DA] ).

Con el objetivo de optimizar los experimentos se han estudiado dos
variables para el proceso de adsorcion: el tiempo de adsorcion y la concentracion

de neurotransmisor.
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Para determinar el tiempo optimo de incubacion éste se vario desde 30

s hasta 120 min usando la misma concentracion [DA]g, (1 mM) y mediante
. L . 1

voltamperometria ciclica se registro la corriente de oxidacion, que hemos

relacionado con la concentracion de neurotransmisor en la capa de silice. En la

figura 5.8 se muestra la variacion de concentracion de dopamina atrapada en los

poros de silice, [DA]gC, en funcion del tiempo de adsorcion en escala
logaritmica. Se observa que para un tiempo de 0 a 10 minutos la cantidad de
dopamina atrapada aumenta hasta alcanzar un valor constante; podemos
considerar que a este tiempo de 10 minutos se ha alcanzado un equilibrio de

adsorcion.

1 10 100
t / min

Figura 5.8. Variacion de la concentracién de DA atrapada, [DA]gC, en funcion del
tiempo de incubacion (1 mM DA en PBS (pH 7)) para un electrodo modificado con

silice convencional (SC).



La otra variable a tener en cuenta durante la incubacion es la
concentracion de neurotransmisor que se emplea, [DA]4y,. Para ello, se
realizara el experimento de adsorcion manteniendo constante el tiempo de
adsorcion y variando la concentracion de neurotransmisor. La figura 5.9 muestra
el valor de [DA]‘(S;C en funcion de la concentracion en la disolucion de adsorcion.
Puesto que el tamafio del electrodo es muy pequenio (0.07 cm”) en comparacion
con el volumen de la disolucion de adsorcion (15 mL) podemos considerar que
esta concentracion no cambia de forma importante por la adsorcion en la silice y
podemos considerarla como la concentracion en el equilibrio.

Por tanto, la figura 5.9 equivale a una isoterma de adsorcion solido-
liquido de dopamina en los poros de silice ([DA] gc) realizada a temperatura
ambiente (25°C). Teniendo en cuenta la clasificacion de isotermas realizada por
Giles y colaboradores [221] y expuesta en la introduccion de este capitulo, la
figura 5.9 se corresponde con una isoterma de tipo L perteneciente al subgrupo
4. Esto significa que cuantos mas sitios de la silice estén ocupados por dopamina
mas dificil es para ésta encontrar sitios libres donde adsorberse.

Para valores de [DA] 4, comprendidos entre 100 y 200 pM se observa
una meseta, la aparicién de mesetas, y en consecuencia la existencia de un punto
de inflexion, esta relacionada con la formacion de una monocapa. Esta monocapa
podria contener disolvente, asi como moléculas de soluto, en este caso

dopamina. Si seguimos aumentando la [DA] 4, observamos una segunda subida

en el valor de [DA] (S)C, esto es atribuido a que se ha desarrollado una parte de
superficie donde se puede producir una nueva adsorcion, la segunda meseta

observada en torno a 800 uM representa la saturacion de la nueva superficie
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accesible. También, una segunda meseta puede relacionarse con la formacion de
una segunda capa formada en la parte superior de la primera.

Para [DA]4,>800 uM se obtiene un valor méaximo y constante de

cantidad de dopamina adsorbida en los poros de silice ([DA] gc)
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Figura 5.9. Curva de adsorcion para un electrodo modificado con silice convencional

para distintas concentraciones de incubacion de dopamina ([DA] 47,) en PBS (pH 7)
durante 10 minutos a 25°C.

La forma de la isoterma de adsorcion, figura 5.9, se atribuye a una
adsorcion multicapa, por esto se ha ajustado, utilizando la ecuacion 5.4, a una
isoterma tipo BET para adsorciones en fase liquida propuesta por Ebadi y

colaboradores [227]:

KS[NT] dn
™ (1=K [NT]gn) A=KLINT]gn+Ks[NT)an) G4

[NT]S¢ = [NT]



siendo  [NT],, la cantidad de neurotransmisor adsorbida
correspondiente a la monocapa, expresada en mol-L™,

K, la constante de equilibrio de adsorcion de la primera capa, expresada
en L'mol”,

K, la constante de equilibrio de adsorcion de las siguientes capas,
expresada en L-mol ™.

Para dopamina los parametros calculados para la isoterma de adsorcion
en silice convencional usando el modelo BET en fase liquida son los siguientes:
la cantidad de dopamina adsorbida correspondiente a la monocapa, [DA],, esde
30.34 mM; la constante de equilibrio de adsorciéon de la monocapa, Kg, es de

0.54 uM™' y la constante de equilibrio de adsorcion de la multicapa, Kj,, es de
1.37-10° uM"'. La constante de adsorcion de la monocapa es 2 ordenes de
magnitud mayor que la constante de adsorcion de la multicapa, es decir, la
dopamina tiene mas afinidad por la silice que por la monocapa de dopamina
adsorbida sobre ésta.

Este mismo estudio se realizo para norepinefrina. En la figura 5.10 se
muestran los voltamperogramas sucesivos para un electrodo de carbon vitreo
modificado con silice convencional inmerso en una solucion PBS (pH 7) tras la
adsorcion durante 10 minutos en 1 mM de norepinefrina (NE) en PBS (pH 7).
Se observa que al aumentar el namero de ciclos la intensidad del pico disminuye
hasta llegar a un valor constante. Este pico corresponde a la oxidacion de

norepinefrina atrapada en los poros de silice.
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Figura 5.10. Voltamperogramas ciclicos sucesivos para un electrodo modificado con
silice convencional (SC) inmerso durante 10 minutos en una disolucion PBS (pH 7)

tras la adsorcion de 1 mM de norcpincfrina. Velocidad de barrido 100 mV-s™.
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Si representamos la densidad de corriente, j (uA-ecm?), del pico de
oxidacion frente al tiempo, obtenemos una curva que se muestra en la figura
5.11A. Se observa un comportamiento similar al observado con la dopamina. En
la figura 5.11B se muestra la representacion logaritmica, con el ajuste de esta

grafica y la ecuacion de Randles-Sevcik (ecuacion 5.3), podemos calcular la

concentracion de norepinefrina en el gel, [NE] (5)‘C que es de 74.7 mM.
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Figura 5.11. (A) Curva de desorcion de norepinefrina atrapada en un electrodo
modificado con silice convencional (SC). (B) Ajuste de primer orden para un electrodo

modificado con silice convencional (SC) que ha sido incubado en una disolucion 1 mM

De igual forma que para dopamina, con este neurotransmisor tambien se
determin6 el tiempo Optimo de incubacion manteniendo constante la
concentracion de neurotransmisor (1 mM) en la disolucion de incubacion. En la

figura 5.12 se muestra la variacion de cantidad de norepinefrina atrapada en los

poros de silice, [NE] gc , en funcion del tiempo de adsorcion expresado en escala

logaritmica.

NE (pH 7) durante 10 minutos.
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Se observa que para tiempos menores de 2 minutos la cantidad de
norepinefrina adsorbida en silice es nula. Para periodos de adsorcion entre 2 y 10
minutos se observa que la cantidad de NE atrapada aumenta. Para tiempos de
superiores a 10 minutos se llega a la saturacion de la capa de silice. Podemos ver

que 10 minutos es suficiente para alcanzar el equilibrio.
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Figura 5.12. Variacion de la concentracion de NE atrapada, [NE ]gc’ en funcion del
tiempo de incubacion (1 mM NE en PBS (pH 7)) para un electrodo modificado con

silice convencional (SC).

De forma similar a la dopamina, estudiamos el proceso de adsorcion
sumergiendo un electrodo modificado con silice convencional (SC) en
disoluciones que contienen distinta concentracion de norepinefrina, [NE] 4y,
manteniendo constante el tiempo de adsorcion en 10 minutos; obtenemos una
curva como la que se muestra en la figura 5.13. La forma de la curva es similar a

la obtenida para dopamina (figura 5.9), se trata tambien de una isoterma tipo L



del subgrupo 4. Para valores de [NE] 4y, comprendidos entre 70 y 130 uM se

observa una meseta, lo que nos indica la formacion de una monocapa. Si seguimos
aumentando la [NE] 4, observamos que la cantidad de norepinefrina atrapada
por la silice, [NE] gC’ aumenta, es decir, se sigue adsorbiendo hasta llegar de

nuevo a otra meseta para un valor de [NE] 4, de 1 mM.
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Figura 5.13. Curva de adsorcion para un electrodo modificado con silice convencional

para distintas concentraciones de adsorcion de norepinefrina ([NE] 4;,) en PBS (pH 7)

durante 10 minutos a 25°C.

La forma de la isoterma de adsorcion, figura 5.14, se atribuye a una
adsorcion multicapa, por esto se ha ajustado utilizando el modelo BET para
adsorcion en fase liquida (ecuacion 5.4). Los parametros calculados para la
isoterma de adsorcion de NE en silice convencional se presentan en la tabla 5.3.

Se observa que la cantidad de neurotransmisor adsorbido en la monocapa

es ligeramente mayor para dopamina (30.3 mM) que para norepinefrina. Y los
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valores de la constante de equilibrio de adsorcion para la monocapa (Kg) y
multicapa (K},) también son mayores para dopamina que para norepinefrina.
Experimentos similares fueron realizados para epinefrina. En la figura
5.14 se muestran los voltamperogramas sucesivos para un electrodo modificado
con silice convencional previamente sumergido en una disolucion 1 mM de
epinefrina en PBS (pH 7) durante 10 minutos. Se observa que, igual que ocurria
con la dopamina y norepinefrina (figuras 5.6 y 5.10), la intensidad del pico de
oxidacion del neurotransmisor atrapado va disminuyendo conforme aumenta el

numero de ciclos.
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Figura 5.14. Voltamperogramas ciclicos sucesivos para un electrodo modificado con
silice convencional (SC) inmerso durante 10 minutos en una disolucion PBS (pH 7)

tras la adsorcion de 1 mM de epinefrina. Velocidad de barrido 100 mV-s'.

En la figura 5.15A se muestra la relacion entre la densidad de corriente,

j (uA-cm?), del pico de oxidacion frente al tiempo. En la figura 5.15B se muestra



la representacion logaritmica usando la ecuacion 5.2, de los datos de la curva
mostrada en (A). Con la ordenada en el origen (In jj) y usando la ecuacién de
Randles-Sevcik (ecuacion 5.3), podemos calcular la concentracion de epinefrina
Sc . Ny . .
atrapada en el gel, [EP]5°, y relacionar esta concentracion con la afinidad de la

capa de silice para este neurotransmisor. En este caso se obtiene un valor de

[EP]3¢ de 16.7 mM.

100 4

B

Figura 5.15. (A) Curva de desorcion de epinefrina atrapada en un electrodo
modificado con silice convencional (SC). (B) Ajuste de primer orden para un electrodo
modificado con silice convencional (SC) que ha sido incubado en una disolucion 1 mM
EP (pH 7) durante 10 minutos.
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Al igual que para dopamina y norepinefrina, variando el tiempo de
incubacion desde 30 s hasta 120 min y manteniendo constante la concentracion
de neurotransmisor (1 mM) en la disolucion de incubacion se estudio el tiempo
optimo de adsorcion, resultados que se muestran en la figura 5.16. Se observa
que el tiempo minimo necesario de incubacion para que la epinefrina quede
atrapada en los poros de la silice es de 3 minutos, mayor que para DA y NE. Para
valores de tiempo mayores la cantidad de epinefrina atrapada va aumentando
hasta que para valores de tiempo mayores de 10 minutos se alcanza un valor

constante de [EP] gc.
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Figura 5.16. Variacion de la concentracion de EP atrapada, [EP] gc’ en funcion del
tiempo de incubacion (1 mM EP en PBS (pH 7)) para un electrodo modificado con

silice convencional (SC).

Si sumergimos un electrodo modificado con silice convencional (SC)

durante 10 minutos en disoluciones que contienen distinta concentracion de



epinefrina, [EP] 4;,, obtenemos la curva mostrada en la figura 5.17, es decir, la
isoterma de adsorcion de epinefrina en silice. La forma de la curva es igual que la
obtenida para dopamina (figura 5.9) y norepinefrina (figura 5.13). En este caso
se trata tambicn de una isoterma tipo L o tipo Langmuir del subgrupo 4 (figura
5.1) aunque en este caso la primera meseta no se observa tan claramente, pero

se puede considerar que entre 70 y 125 uM se observa la formacion de una

monocapa y para [EP] 4, >1000 uM se obtiene una segunda meseta.
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Figura 5.17. Curva de adsorcion para un electrodo modificado con silice convencional

para distintas concentraciones de incubacion de epinefrina ([EP] 45,) en PBS (pH 7)

durante 10 minutos a 25°C.

La forma de la isoterma de adsorcion de epinefrina en silice convencional
mostrada en la figura 5.17, se atribuye a una adsorcion multicapa, por esto, al

igual que para los demas neurotransmisores se ha ajustado, utilizando la ecuacion
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5.4. Los valores del ajuste de la isoterma de epinefrina se muestran en la tabla
5.3.

En la tabla 5.3 se muestran los valores de los parametros calculados para
las isotermas de adsorcion de DA, NE y EP en silice convencional usando el
modelo BET para adsorcion en fase liquida.

Se observa que en relacion a dopamina y norepinefrina el valor de
neurotransmisor adsorbido en la monocapa, [NT],, es bastante mas bajo para
epinefrina. De igual forma las constantes de equilibrio de adsorcion tanto para la
monocapa (Kg) como para la multicapa (Kp) también son menores para
epinefrina, es decir, la dopamina se adsorbe mas en silice convencional que la
norepinefrina y ésta mas que la epinefrina. El valor de la constante Kg puede
considerarse como la constante de interaccion entre la molécula adsorbida y el
adsorbente. Esta constante es mucho mayor para la dopamina y norepinefrina
que para la epinefrina. Esto puede ser debido a su estructura quimica, la
diferencia entre dopamina y norepinefrina es que ésta tltima tiene un grupo OH,
mientras que epinefrina, ademas de ese grupo OH, también tiene un grupo CHj.
La constante K esta relacionada con la interaccion entre las moléculas adsorbidas
y podemos ver que los valores obtenidos son muy parecidos para los 3

neurotransmisores.



Tabla 5.3. Parametros calculados para las isotermas de adsorcion de DA, NE y EP en
silice convencional usando el modelo BET para adsorcion en fase liquida y [NT]4n

constante (1mM).

Parametro Dopamina Norepinefrina Epinefrina
[NT],, / mM 30.3 25.9 8.1

K¢ / uyM"! 0.54 0.17 0.06

K; / uM-! 1.37:10° 8.13-10* 1.45-10*

Con el fin de comparar el comportamicnto de los 3 neurotransmisores

con distintas matrices de silice hemos establecido un tiempo de incubacion de 10
minutos y una [NT] 4, de 1 mM. Del cociente entre el valor de concentracion
aparente calculada, [NT] .gc, y la concentracion de neurotransmisor en la

disolucién de incubacion [NT]gy,, obtenemos la constante de reparto, que

hemos denominado constante de afinidad, K¢ (ecuacion 5.5):

KSC = [NT]3C
[NT]dn

(5.5)

En la tabla 5.4 se muestran los valores de constante de afinidad, K¢,
para los tres neurotransmisores estudiados usando un electrodo modificado con
silice convencional (SC) en las condiciones antes descritas. Se observa que la silice
convencional presenta buena afinidad, los valores de K 5C son mayores que 1 por
los 3 neurotransmisores. El valor mas alto es para dopamina y el mas bajo para

epinefrina en concordancia con el valor obtenido para K de la isoterma utilizada.
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Tabla 5.4. Valores de constante de afinidad, K¢, de electrodos modificados con

silice convencional (SC) por los distintos neurotransmisores.

Neurotransmisor K5¢
Dopamina 83
Norepinefrina 75
Epinefrina 17

5.3.3  Afinidad de silice modificada organicamente por dopamina

Los electrodos utilizados en este epigrafe fueron modificados con silice
modificada organicamente (xR) tal y como se explica en el epigrafe 5.2.

En la figura 5.18 se muestran los voltamperogramas ciclicos sucesivos
tras la adsorcion en una disolucion 1 mM DA en PBS (pH 7) de electrodos
modificados con silice modificada usando el 1% de distintos grupos organicos:
metilo (1M, azul), propilo (1P, rojo), isobutilo (11, verde), octilo (10, naranja)
y fenilo (1F, violeta). Como se observa, para los cinco electrodos, al aumentar
el nimero de ciclos la intensidad de pico, correspondiente a la DA atrapada en

los poros, va disminuyendo hasta llegar a un valor estable.
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Figura 5.18. Voltamperogramas ciclicos sucesivos para un electrodo modificado con
silice modificada usando el 1% de grupo organico: metilo (1M, azul), propilo (1P,
rojo), isobutilo (11, verde), octilo (10, naranja) y fenilo (1F, violeta), inmersos en una
disolucion PBS (pH 7) tras la adsorcion de 1 mM dopamina durante 10 minutos.
Velocidad de barrido 100 mV-s™.

Tal y como se mostro anteriormente, para cada electrodo se calculo la
concentracion aparente de dopamina atrapada en cada gel mediante la ecuacion
de Randles-Sevcik (ecuacion 5.3) que para las silices modificadas organicamente
hemos definido como [NT] gR. De igual forma que con silice convencional se
puede determinar una constante de afinidad (ecuacion 5.5) para cada ORMOSIL

y que aqui denominaremos K*R.
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En primer lugar se estudio el efecto de la naturaleza quimica del grupo
orgénico en la afinidad por la dopamina. Para ello se prepararon distintas capas
de ORMOSIL usando una concentracion de grupo orgénico del 1%. Los valores

de K*R para estos electrodos se muestran en la tabla 5.5.

Tabla 5.5. Valores de constante de afinidad (K *®) hacia dopamina de electrodos
modificados con silice convencional (SC) y silice modificada organicamente con el 1%

de los distintos grupos organicos (1R).

Electrodo K*R
SC 83
1M 145
1P 217
11 231
10 125
1F 91

Se observa que la silice modificada con grupos organicos presenta valores
de K*R mayores que la silice convencional.

Con el objetivo de poder evaluar como afecta a la afinidad el hecho de
modificar la silice con grupos organicos, definimos la afinidad relativa (4;) como
el cociente entre K*F y K s¢ para cada ORMOSIL, esto se corresponde con la
relacion de concentraciones aparentes del neurotransmisor en la capa de
ORMOSIL y en la capa de silice convencional puesto que la concentracion del
neurotransmisor en la disolucién de adsorcion es la misma (ecuacion 5.6):

[NT]xR KxR
A, = W = %S¢ (5.6)



En la tabla 5.6 se muestran los valores de afinidad relativa para dopamina
de los electrodos modificados con silice xR; de esta manera, se ha evaluado el
efecto que tiene la concentracion de cada grupo organico (x, expresada en %

molar teorico R en el gel) en la afinidad.

Tabla 5.6.Valores de afinidad relativa (4;.) para dopamina de silice modificada con
distintos grupos organicos (R=M, P, I, O y F) usando distintas concentraciones de

éstos (x=1, 5, 10y 20%).

x
1 5 10 20
R
M 1.8 1.6 1.1 1.6
P 2.6 1.4 3.1 1.1
I 2.8 1.8 2.0 0.9
0) 1.5 0.9 4.7 2.3
F 1.1 0.8 - 1.1

*A pesar de que este gel adsorbe NT, ¢éste se desorbe rapidamente, obteniéndose una
grafica de corriente frente al tiempo con muy pocos puntos y por tanto, no es posible
la determinacion de la concentracion de NT adsorbido.

En la mayoria de los casos, en la tabla 5.6, se observa que, en general,
los valores de A, son mayores que 1, lo que quiere decir que la silice
convencional (SC) es menos afin por la dopamina que la silice modificada
organicamente (xR). Es decir, la concentracion de dopamina en la capa de silice
es mayor para la silice modificada organicamente.

Si nos fijamos en los valores obtenidos para silice modificada con grupos
metilo (xM) observamos que todos los valores son mayores o igual que 1. Al
aumentar la concentracion molar de metil-trietoxisilano en la disolucion
precursora del gel, la afinidad relativa no se ve muy afectada, salvo para

concentracion del 10% en el que se produce una disminucion de este parametro.
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Para electrodos modificados con silice modificada con grupos propilo
(xP), para concentraciones del 1 y10% se observa una afinidad bastante mayor
que la observada con silice convencional.

En el caso de silice modificada con grupos isobutilo (xI) para un 20% de
isobutil-trietoxisilano no se observa una mejora del parametro de afinidad. Se
obtiene el mismo valor de concentracion de dopamina adsorbida que se obtenia
para silice convencional. Esto puede ser debido a que para concentraciones del
20% de grupo isobutilo se observo, en el capitulo 3, que existia una segregacion
de fases y los resultados obtenidos pueden no ser representativos. Para las otras
concentraciones la afinidad de la silice modificada es al menos el doble de la que
presenta la silice convencional por la dopamina.

Con electrodos modificados usando silice modificada con grupos octilo
(xO) se obtiene el valor mas alto de afinidad para una concentracion del 10%
octil-trimetoxisilano en la disolucion precursora, este gel es casi 5 veces mas afin
por la dopamina que la silice convencional.

En el caso de silice modificada con grupos fenilo (xF) no se consigue
mejorar la afinidad de la silice convencional.

En cualquier caso, los datos son bastante dispersos y no siguen tendencias

claras.

5.3.4  Afinidad de silice modificada organicamente por norepinefrina

En la figura 5.19 se muestran los voltamperogramas ciclicos sucesivos
tras la adsorcion en una disolucion 1 mM NE en PBS (pH 7) de electrodos
modificados con silice modificada usando el 1% de distintos grupos organicos:
metilo (1M, azul), propilo (1P, rojo), isobutilo (11, verde), octilo (10, naranja)

y fenilo (1F, violeta). Como se observa, para los cinco electrodos, al aumentar



el niimero de ciclos la intensidad de pico, correspondiente a norepinefrina

atrapada en la capa de silice, va disminuyendo hasta llegar a un valor estable.
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Figura 5.19. Voltamperogramas ciclicos sucesivos para un electrodo modificado con
silice modificada usando el 1% de grupo organico: metilo (1M, azul), propilo (1P,
rojo), isobutilo (11, verde), octilo (10, naranja) y fenilo (1F, violeta), inmersos en una
disolucion PBS (pH 7) tras la adsorcion de 1 mM norepinefrina durante 10 minutos.
Velocidad de barrido 100 mV-s™.

Tal y como se mostro en epigrafes anteriores, para cada electrodo se

calculo la concentracion aparente de norepinefrina atrapada en cada gel,

[NE] (’)CR, mediante la ecuacion de Randles-Sevcik (ecuacion 5.3).



196

Al igual que se realizo para dopamina, para poder evaluar como influye
a la afinidad la naturaleza del grupo organico en la afinidad por norepinefrina se
calculd la constante K*R para las distintas capas modificadas usando el 1% de los
distintos grupos organicos en la disolucion precursora. Los valores de K xR para
estos electrodos se muestran en la tabla 5.7. Se observa que cuando se modifica
la silice con grupos organicos se obtienen valores de K *R menores que para la
silice convencional, es decir, la silice SC presenta mayor afinidad por la

norepinefrina que la silice xR.

Tabla 5.7. Valores de constante de afinidad (K xR) hacia norepinefrina de electrodos
modificados con silice convencional (SC) y silice modificada organicamente con el 1%

de los distintos grupos organicos (1R).

Electrodo K*R
SC 75
1M 49
1P 48
11 69
10 42
1F 59

Para norepinefrina también se ha calculado la afinidad relativa, A;., para
cada ORMOSIL con la ecuacion 5.6; de esta manera, se ha evaluado el efecto
que tiene la concentracion de cada grupo organico (x, expresada en % molar
tedrico R en el gel) en la afinidad. Los valores de A, se muestran en la tabla 5.8.
Se observa que en todos los casos los valores de afinidad relativa son iguales o
menores que 1, lo que quiere decir que la silice convencional es mas afin por

norepinefrina que la silice modificada con grupos organicos (xR). Si comparamos



los resultados obtenidos para dopamina, las diferencias observadas podrian estar

relacionadas con el grupo OH que tiene la norepinefrina.

Tabla 5.8.Valores de afinidad relativa (A4;.) para norepinefrina de silice modificada con

distintos grupos organicos (R=M, P, I, O y F) usando distintas concentraciones de

¢stos (x=1, 5, 10y 20%).

x
1 5 10 20
R
M 0.7 0.7 0.5 0.7
P 0.6 0.5 0.7 0.4
I 0.9 0.6 0.4 0.9
0) 0.6 0.4 0.6 0.6
F 0.8 0.8 0.3 0.5

Si nos fijamos en los valores obtenidos para silice modificada con grupos
metilo (xM) observamos que los valores de afinidad relativa oscilan entre 0.5 y

0.7, la afinidad no se ve afectada al modificar la concentracion de metil-

trietoxisilano en la disolucion precursora del gel.

Para electrodos modificados con silice modificada con grupos propilo

(xP) los valores de afinidad relativa oscilan entre 0.4 y 0.7 sin seguir una

tendencia con la concentracion de grupo organico.

En el caso de silice modificada con grupos isobutilo (xI) se observa que,
en general, al aumentar la concentracion de isobutil-trietoxisilano en la

disolucion precursora del gel, la afinidad hacia la norepinefrina disminuye para

un 10% de isobutilo.
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Con electrodos modificados con silice modificada con grupos octilo (xO)
no se observa apenas cambio en la afinidad al modificar la concentracion de grupo
organico.

En el caso de silice modificada con grupos fenilo (xF) se obtiene el valor
mas bajo de afinidad por norepinefrina para silice modificada con el 10% de fenil-

trietoxisilano en la disolucion precursora.

5.3.5 Afinidad de silice modificada organicamente por epinefrina

Para el estudio de la afinidad por epinefrina, se utilizaron los mismos
electrodos que en epigrafes anteriores (5.3.3 y 5.3.4), sintetizados tal y como se
explico la parte experimental de este capitulo (epigrafe 5.2).

En la figura 5.20 se muestran los voltamperogramas ciclicos sucesivos
tras la incubacion en una disolucion 1 mM de epinefrina en PBS (pH 7) de
electrodos modificados con silice modificada usando el 1% de distintos grupos
organicos: metilo (1M, azul), propilo (1P, rojo), isobutilo (11, verde), octilo
(10, naranja) y fenilo (1F, violeta). En todos los casos se aprecia que al aumentar
el nimero de ciclos la intensidad de pico, correspondiente a la EP atrapada en la

capa de silice, va disminuyendo hasta llegar a un valor constante.
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Figura 5.20. Voltamperogramas ciclicos sucesivos para un electrodo modificado con
silice modificada usando el 1% de grupo organico: metilo (1M, azul), propilo (1P,
rojo), isobutilo (11, verde), octilo (10, naranja) y fenilo (1F, violeta), inmersos en una
disolucion PBS (pH 7) tras la adsorcion de 1 mM epinefrina durante 10 minutos.

Velocidad de barrido 100 mV-s™.

Tal y como se mostro en epigrafes anteriores para dopamina y
norepinefrina, para poder evaluar como influye a la afinidad la naturaleza del
grupo organico en la afinidad por epinefrina se calcul6 la constante K xR para las
distintas capas modificadas usando el 1% de los distintos grupos organicos en la
disolucion precursora. Los valores de K xR para estos electrodos se muestran en

la tabla 5.9. Se observa que cuando se modifica la silice con grupos orgénicos se
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obtienen valores de K*R mayores que para la silice convencional, menos para la
e . . . .

silice modificada con grupos octilo, que a pesar de que este gel atrapa epinefrina,

esta se desorbe rapidamente y no es posible determinar la concentracion de

epinefrina adsorbida.

Tabla 5.9. Valores de constante de afinidad (K*F) hacia epinefrina de electrodos
modificados con silice convencional (SC) y silice modificada organicamente con el 1%

de los distintos grupos organicos (1R).

Electrodo K*R

SC 17

1M 26

1P 59

11 33

200 10 -k
1F 51

Para evaluar el efecto que produce la concentracion de cada grupo
organico (x, expresada en % molar teorico R en el gel) en la afinidad, se ha
calculado, con la ecuacion 5.6, la afinidad relativa, A;., para epinefrina de cada
ORMOSIL. Los valores de A, se recogen en la tabla 5.10.

Se observa que en todos los casos en los que se puede calcular la cantidad
de epinefrina atrapada, y por tanto, el valor de afinidad relativa, se obtienen
valores mayores que 1, es decir, se mejora la afinidad por epinefrina al modificar
la silice con grupos organicos. El hecho de que se obtengan valores extremos

podria deberse a la presencia de un grupo metilo en la epinefrina.



Tabla 5.10.Valores de afinidad relativa (4;) para epinefrina de silice modificada con
distintos grupos organicos (R=M, P, I, O y F) usando distintas concentraciones de

¢stos (x=1, 5, 10y 20%).

X

1 5 10 20

R

M 1.5 3.4 2.3 1.9
P 3.5 1.9 * *
I 2.0 2.6 * *
(0] % % % %
F 3.1 1.6 * *

Si nos fijamos en los valores de afinidad obtenidos para silice modificada
con grupos metilo (xM) observamos que para todas las concentraciones de metil -
trietoxisilano en la disolucion precursora utilizadas presentan afinidad por la
epinefrina.

Para electrodos modificados con silice modificada con grupos propilo
(xP), para la concentracion del 1% de n-propil-trietoxisilano en la disolucion
precursora se obtiene el maximo valor de afinidad, casi 3.5 veces mas afin por la
EP que la silice convencional. Al aumentar la concentracion de grupo propilo en
la disolucion precursora la afinidad disminuye, incluso desaparece.

En el caso de silice modificada con grupos isobutilo (xI) al aumentar la
concentracion de isobutil-trietoxisilano en la disolucion precursora se pierde la
afinidad por la epinefrina, tan solo muestran afinidad las capas modificadas con el
1 y el 5% de grupos isobutilo.

Para ninguna concentracion de grupos octilo (xO) se obtiene afinidad

por la epinefrina.
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En el caso de silice modificada con grupos fenilo (xF) solo se puede
obtener un valor de afinidad para valores de concentracion del 1 y el 5% de

grupos fenilo en la disolucion precursora.
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5.4 Conclusiones

Dopamina, norepinefrina y epinefrina son adsorbidos por la silice y
debido a las diferencias en su estructura quimica lo hacen de forma diferente. La
silice convencional muestra afinidad similar por dopamina y norepinefrina, sin
embargo, por la epinefrina es menos afin.

Al modificar la silice con grupos organicos la afinidad por cada
neurotransmisor se ve afectada de forma distinta. La afinidad de la silice por los
distintos neurotransmisores ha sido modulada y cuantificada en los distintos
electrodos modificados.

La silice modificada con grupos organicos, en general, presenta mas
afinidad por dopamina que la silice convencional, excepto para silice modificada
con grupos fenilo.

Por norepinefrina, en cambio, es la silice convencional la que tiene mas
afinidad que la silice xR, no se observan diferencias significativas al modificar la

. y .
silice con los distintos grupos organicos.

En el caso de la epinefrina la silice modificada organicamente es mas afin

. . ) .
que la silice convencional pero solo cuando se emplean concentraciones bajas de
grupo organico (< 5%). Para concentraciones de grupo organico >5% la silice
ORMOSIL no adsorbe epinefrina.

Los electrodos modificados con silice funcionalizada organicamente
podrian ser utilizados como sensores electroquimicos para la deteccion de

neurotransmisores catecolam{nicos .
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6. Conclusiones generales
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Se prepararon electrodos de carbon vitreo modificados con peliculas de
silice sintetizadas por deposito electroasistido usando una disolucion precursora
de sol—gel. Con el uso de este método se pueden controlar facilmente las

propiedades del electrodo.

Tanto la silice convencional como la silice modificada organicamente
pueden ser depositadas electroquimicamente dando lugar a capas homogéeneas y

coherentes de un espesor aproximado de ~2 um.

Las capas de silice sintetizadas mediante electrodeposito fueron
caracterizadas mediante analisis termogravimétrico acoplado a espectrometria de
. , Y ) . ,

masas, microscopia electronica de barrido y transmision y por espectroscopia

infrarroja.

Cuando se usan concentraciones altas de precursor organico, ~20%
molar de R—Si(OEt);, en la disolucion precursora de silice se forman agregados
posiblemente debido a la segregacion de fases. La silice modificada

- A \ . e 1o
organicamente, utilizando concentraciones bajas de precursor organico, ~1%

molar de R—Si(OEt);, esta enriquecida en grupos organicos.

La silice modificada organicamente, utilizando bajas concentraciones de
precursor organico, es mas estable térmicamente ya que la oxidacion de los
grupos organicos tiene lugar a temperaturas mas altas a medida que se aumenta

el porcentaje molar de éstos en la disolucion precursora.
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La incorporacion de grupos metilo en el gel no sigue la tendencia
esperada de acuerdo a la concentracion en el precursor, y esto se ha observado
tanto por FTIR como por TG-MS. Para los demas grupos organicos (propilo,
isobutilo, octilo y fenilo) un aumento de grupo organico en la disolucion
precursora implica un aumento progresivo en la concentracion de grupos
organicos presentes en el deposito de silice, determinada por TG-MS e IR. Por
tanto, en estos casos, es posible el uso de FTIR para cuantificar el contenido de
grupos organicos introducidos en la silice obtenida mediante deposito

electroasistido.

Se pueden sintetizar capas de silice impresas molecularmente mediante
deposito electroasistido. Estas peliculas impresas con dopamina fueron
preparadas para la deteccion electroquimica de ésta en presencia de acido L-

ascorbico.

Las capas de silice impresas presentan una elevada coherencia y
homogeneidad actuando como filtro a nivel molecular. Los electrodos de carbon
vitreo modificados con silice pueden usarse en la deteccion electroquimica
selectiva de dopamina en presencia de una elevada cantidad de AA (DA:AA
relacion molar de 1:50000), siendo estos niveles de interferente similares a los

que se encuentran en muestras fisiologicas.

Se ha obtenido un sensor de dopamina con un limite de deteccion de
0.014 uM y una sensibilidad de 22.3 yA pM’', valor superior al obtenido por

otros autores con electrodos modificados quimicamente.



El método electroquimico desarrollado para la fabricacion del sensor

basado en silice impresa molecularmente es muy versatil uede ser aplicado
P y YP P

para la deteccion de otras moleculas de interés, simplemente modificando en el

metodo propuesto la molécula molde empleada.

Los 3 neurotransmisores catecolaminicos estudiados: DA, NE y EP, son
adsorbidos por lassilice y debido a las diferencias en su estructura quimica lo hacen
de forma diferente. La silice convencional muestra afinidad similar por dopamina

oo . oo ,
y norepinefrina, sin embargo, por la epinefrina es menos afin.

Al modificar la silice con grupos organicos la afinidad por cada
neurotransmisor se ve afectada de forma distinta. La afinidad de la silice por los
distintos neurotransmisores ha sido modulada y cuantificada en los distintos

electrodos modificados.

La silice modificada con grupos organicos, en general, presenta mas
afinidad por dopamina que la silice convencional, excepto para silice modificada

con grupos fenilo.

Por norepinefrina, en cambio, es la silice convencional la que tiene mas
afinidad que la silice modificada con grupos organicos, no se observan diferencias

significativas al modificar la silice con los distintos grupos organicos.

En el caso de la epinefrina la silice modificada organicamente es mas afin

que la silice convencional pero solo cuando se emplean concentraciones bajas de
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grupo organico (< 5% molar). Para concentraciones molares de grupo organico

>5% la silice ORMOSIL no adsorbe epinefrina.

Los electrodos modificados con silice funcionalizada orgénicamente
podrian ser utilizados como sensores electroquimicos para la deteccion selectiva

de neurotransmisores catecolaminicos.
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