BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Llaves moleculares como
herramienta analitica

Raffa, Diego L.

2004

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Quimicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the Master's and Doctoral Theses Collection of the Central Library
Dr. Luis Federico Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by
the corresponding citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Raffa, Diego L.. (2004). Llaves moleculares como herramienta analitica. Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n3701_Raffa

Citatipo Chicago:

Raffa, Diego L.. "Llaves moleculares como herramienta analitica". Tesis de Doctor. Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2004.
http://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n3701_Raffa

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n3701_Raffa
http://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n3701_Raffa
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

“Llaves Moleculares Como Herramienta
Analitica”

por Diego L. Raffa

Tesis para optar al Titulo de Doctor de la
Universidad de Buenos Aires

Director de Tesis: Dr. Fernando Battaglini

INQUIMAE-Departamento de Quimica Inorgénica,
Analitica y Quimica Fisica.

2004 ¥3701.




) 0000000000000 00 Q000000000




A Mariana
A mis padres y hermanos






“Debes amar el tiempo de los intentos,
Debes amar la hora que nunca brilla.
Y si no, no pretendas tocar los cierto.

Solo el amor, alumbra lo que perdura,

Solo el amor engendra la maravilla...”

Silvio Rodriguez






Agradecimientos institucionales:

A FOMEC, por el apoyo econémico (2 aflos de beca).
A CONICET, por los afios de beca restantes.

A la Fundaci6én Antorchas por la financiacién de mis viajes a Canad4, donde recolecté
parte de los datos de esta tesis.

Al INQUIMAE por darme el lugar de trabajo.

Al toda la gente del Departamento de Quimica Inorganica, Analitica y Quimica Fisica

por enseflarme tanto (aunque no todo bueno).
Agradecimientos personales:

Al Dr. Fernando Battaglini por su apertura que me permitié trabajar con €l casi sin

conocerlo y por ser un hombre honesto.
A Graciela por todo lo compartido.

A Eduardo, Marcelo, Doris, Alejandro, Cecilia, Ana, Horacio y todos los que hicieron

que fuera una riqueza estar ac4.
A Adrian, Nano y el resto del grupo de Dario que me ayudé mucho.

A la gente con la que comparti docencia (Martin Negri, Roberto Candal, Virginia Diz,

etc) y a los alumnos que perdonaron mis fallas.

A toda la gente que saluda por el pasillo, a mis docentes y formadores.



A mis padres, que siempre estuvieron.

A Mariana, por quien hago todo.

A mis amigos.

A Dios...



Resumen

Resumen

Los polimeros conductores son ampliamente utilizados para diversas
aplicaciones. Entre ellas se destaca la fabricacién de sensores quimicos. Se han
desarrollado diversos sensores a base de polianilina para la deteccién de varias
moléculas como NADH, H,0,, glucosa y acido ascorbico. Estos sensores tiene grandes
ventajas como que permiten detectar bajas concentraciones de analito midiendo
corrientes relativamente altas. Son estables y permiten el reuso. Por otro lado también
poseen algunas limitaciones como la dificultad de derivatizar polianilina para lograr
sistemas integrados en los que todos los reactivos necesarios estén unidos
covalentemente a la superficie del electrodo. Otra limitacién importantisima es el hecho
de que la polianilina necesita pH 4cido para experimentar sus transiciones de estado de
oxidacién con los consiguientes cambios de conductividad. Esto limita el uso de
sensores a base de polianilina a pHs menores que 5.

En esta tesis se presentan enfoques que apuntan a resolver estos problemas
inherentes a la quimica de la polianilina y de esta manera desarrollar sensores que
puedan sobreponerse a estas limitaciones. Se presenta un método de sintesis de un
copolimero de anilina y o-aminobencilamina (ABA) que posee un comportamiento
rédox y de conductividad muy similar al de la polianilina, pero cuenta con grupos amino
disponibles para practicar reacciones quimicas que permitan derivatizar el polimero. Se
demuestra que la derivatizaciéon del copolimero con ferroceno aldehido no cambia
demasiado su conductividad. Asimismo se presenta una caracterizacion fisico quimica
de los diversos copolimeros obtenidos a partir de distintas proporciones de ABA y
anilina en una solucién por FTIR, XPS y voltametria ciclica.

En cuanto al problema del pH, se presenta un método sencillo y rapido que
consiste en una reaccion en fase heterogénea entre la polianilina y propano sultona pura
que da como resultado un derivado de polianilina que posee alrededor del 30 % de los
atomos de N sustituidos con un grupo propilsulfonato (PSPANI). Este polimero posee
una conductividad 3 érdenes de magnitud mayor que la polianilina a pH neutro.
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Finalmente, se desarroll6 un sensor a base de PSPANI que permiti6é detectar
concetraciones de H,O, tan bajas como 10 uM. Por 1ltimo, se analizan los alcances de

este nuevo copolimero para la determinacion de otros analitos.

Palabras clave: sensores; transistores moleculares; transistores enzimaticos; propano
sultona; peroxidasa de rdbano picante (HRP); microperoxidasa MP-11; polianilina; o-

aminobencilamina.



Abstract

Abstract

Conductive polymers are widely used for different applications. Among them,
manufacture of chemical sensors stands out. Many sensors using polyaniline have been
developed for the detection of several molecules like NADH, H;0;, glucose and
ascorbic acid. These sensors have great advantages like allowing the detection of low
concentrations of analyte measuring relatively high currents. They are stable and they
allow reuse. On the other hand also they have some limitations like the difficulty of
derivatizing polyaniline to obtain integrated systems in which all the necessary reagents
are covalently bound to the surface of the electrode. Another important limitation is the
fact that polyaniline needs acid pH to yield its transitions of oxidation state with the
consequent changes of conductivity. This limits the use of sensors based on polyaniline
to pHs lower than 5.

In this thesis approaches that aim to solve these problems, which are inherent
to the chemistry of the polyaniline, are presented. Ways to develop sensors that can
overtake these limitations are reported. A method for the synthesis of a copolymer of
aniline and o-aminobenzylamine (ABA) is reported. This copolymer, named
poly(ABAaniline) has a redox behavior and a conductivity which are very similar those
of polyaniline, but contains amino groups available for chemical reactions of
derivatization of the polymer. It is demonstrated that derivatization of the copolymer
with ferrocene aldehyde does not change much its conductivity. Also a physico-
chemical characterization of diverse copolymers obtained from different proportions of
ABA and aniline in a solution by FTIR, XPS and cyclical voltametry is presented.

Conceming the problem of pH, a simple and fast method for substituting
around a 30 % of N atoms with a propylsulfonate group is reported. It consists of a
reaction in heterogenous phase between the polyaniline and neat propane sultone that
yields the polyaniline derivative (PSPANI). This polymer has a conductivity which is 3
orders of magnitude greater than the polyaniline at neutral pH. Finally, a sensor with
PSPANI was developed that allowed the detection of concetrations of H,O, as low as
10 pM. Finally, the potential of this new copolymer for the determination of other
analytes is analyzed.
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Keywords: sensors; molecular transistors; enzimatic transistors; propane sultone;
horseradish peroxidase (HRP); microperoxidase MP-11; polyaniline; o-

aminobenzylamine.



Abreviaturas mas utilizadas

Abreviaturas mas utilizadas

UHV: ultra alto vacio

XPS: espectroscopia fotoelectronica de rayos X

ABA: o-aminobencilamina

PANI: polianilina

PSPANI: (propil sulfonato) polianilina

Fe(Cp)a: Ferroceno

bpy: 2, 2’ bipiridina

HRP: peroxidasa de rabano picante

MP-11: microperoxidasa de 11 aminoacidos

GOx: glucosa oxidasa

Ednin: potencial de drenaje (este término se utilizara en ambos idiomas)
Egue: potencial de compuerta (este término se utilizara en ambos idiomas)
idrein: corriente de drenaje (este término se utilizara en ambos idiomas)
(red): forma reducida de la molécula

(ox): forma oxidada de la molécula

FET: transistor de efecto de campo

HF: calculo por método de Hartree-Fock

DFT: calculo por método de Teoria de los Funcionales de la Densidad
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Capitulo 1 Estado del Conocimiento

Capitulo 1

Estado del Conocimiento

1.1. Introducciéon

En los ultimos afios, se publicaron numerosos trabajos en los cuales se
estudiaban las caracteristicas especiales de varios polimeros en cuanto a su capacidad de
conducir la corriente eléctrica. En el afio 2000, Alan MacDiarmid y otros, ganaron el
Premio Nobel de Quimica por el descubrimiento de polimeros conductores. Los
polimeros conductores son capaces de conducir la corriente eléctrica, caracteristica que
estamos acostumbrados a ver en los metales pero no en “plésticos”. Muchos de ellos
poseen actividad electroquimica y estados de oxidacién definidos. Ejemplos de estos
polimeros son: polipirrol, polianilina, politiofeno, poliacetileno. La explicacién de la
existencia de la conductividad en polimeros es bastante diferente a la correspondiente a
los metales. En el caso de polimeros como polianilina o polipirrol no solo debe
explicarse su alta conductividad, sino también los draméticos cambios que experimenta
la misma cuando cambian el estado de oxidacién. Entre los modelos de conductividad
que se encuentran en la literatura, se distinguen unos enfocados predominantemente
desde el punto de vista fisico [1] y otros desde el punto de vista quimico [15]. En los
primeros, se encuentran explicaciones que derivan de célculos o mediciones de
propiedades espectroscOpicas de un determinado polimero. Lo que no resulta facil es
predecir con estos modelos la variacion de la conductividad y de otras propiedades en la
medida que se efectien modificaciones en la estructura quimica del polimero. En los
modelos quimicos, a su vez, se trata de explicar el movimiento de cargas a través de las
cadenas de polimeros mediante estructuras de resonancia, estudiar los efectos de
atraccién o repulsién de electrones de los grupos funcionales y otros procedimientos
comunes. Con estos modelos es mas facil hacer predicciones del comportamiento de
derivados, si bien se cometen errores ya que existen muchos factores que no son tenidos
en cuenta.

Lo mismo es vélido para el comportamiento semiconductor, que consiste en la

variacion categoérica de la conductividad del polimero al variar caracteristicas quimicas

19
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como su estado de oxidacion (potencial del medio en que se encuentra), grado de
protonacion (pH del medio), factores estéricos, etc. La elaboracion de modelos que lo
expliquen es dificultosa ya que la conductividad de los polimeros conductores depende
de muchos factores dificiles de controlar. Un ejemplo lo constituyen las
heterogeneidades existentes, en todo tipo de polimero, que en este caso afectan la
conductividad del mismo. También existe una dependencia con la longitud de cadena, la
morfologia, el grado de cristalinidad, el método de polimerizacion, etc.

Los polimeros conductores no despertaron interés solamente como fenémeno
fisico-quimico, sino que principalmente se los empez6 a estudiar por sus potenciales
aplicaciones. Hasta el momento fueron utilizados, entre otras cosas, para recubrimientos
[2], baterias [3], transistores moleculares [16], sensores quimicos [4], etc. Todas estas
aplicaciones requirieron un estudio mas detallado de las caracteristicas de los polimeros
para entender mejor su comportamiento y mejorar su aplicabilidad en cada caso. Este
tipo de desarrollo, llevé a que haya puntos muy bien aclarados, mientras que otros

todavia permanecen oscuros.

1.2. Polianilina

Esta tesis se ocupa del estudio fisico quimico de los polimeros conductores, en
particular de la polianilina (Pani), en cuanto a su aplicacion en el desarrollo de sensores
quimicos. La polianilina es un polimero lineal de anilina cabeza-cola que presenta tres
estados de oxidacion definidos. Asimismo presenta caracteristicas 4cido-base, producto
de la presencia de los atomos de nitrogeno capaces de protonarse dependiendo del pH
del medio. En el Esq. 1.1. se presenta un esquema de los equilibrios rédox y acido-base
de la polianilina.

Como se muestra en el esquema, la Polianilina presenta tres estados de
oxidacion definidos: el mas reducido, conocido como leucoemeraldina, de color
amarillo claro; el intermedio, conocido como emeraldina, de color verde; y el
completamente oxidado, pernigranilina, de color azul oscuro. Como se puede observar,
la pemigranilina posee la mitad de los anillos en su forma bencénica, mientras que la

otra mitad se encuentra en forma quindnica. La emeraldina, en cambio, posee tan solo

20
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un cuarto de los anillos en forma quinénica. Otra forma de visualizarlo es asumir que la
pernigranilina posee todos los nitrgenos en forma de imina (por eso se dice que esta

H H N—™

N— A N— Q
Q«#j — QOG =g

Esquema 1.1. Estructuras de los distintos estados de oxidacion de Polianilina.

completamente oxidada), mientras que la emeraldina solo tiene la mitad de los
nitrégenos en forma de imina (por eso se dice que estd mitad oxidada). Algunos autores
definen otros estados de oxidacién mtermedios como la “protoemeraldina” o la
“nigranilina”[5] que son formas intermedias entre la leucoemeraldina y la emeraldina, y
entre la emeraldina y la pemigranilina respectivamente. En adelante no se tomard en
cuenta la existencia de estas formas intermedias debido a que no son suficientemente
estables como para ser detectadas por técnicas electroquimicas. Debe hacerse notar que
el unico estado de elevada conductividad eléctrica de la polianilina, es la emeraldina en
su forma protonada. Todos los estados restantes poseen una alta resistencia al paso de la
corriente eléctrica. Este punto es clave en la fabricacién de sensores ya que define las
condiciones en las cuales la polianilina podra ser utilizada como un conductor. Mas
adelante en este trabajo, se verd por qué en algunos casos esta definicién es restrictiva.
La polianilina puede pasar reversiblemente de un estado de oxidacién a otro,
asi como puede protonarse o desprotonarse en forma reversible. Este paso de un estado
rédox a otro, puede efectuarse en forma electroquimica, o sea aplicando un potencial a
un electrodo sobre el cudl la polianilina se oxida o reduce; pero también puede ocurrir

en forma quimica, o sea por reaccioén con un oxidante o reductor adecuado. El polimero
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es estable en sus estados mas reducidos, mientras que cuando se encuentra como
pernigranilina, es susceptible de hidrolizarse dando hidroquinona. Otro punto
importante en la electroquimica de la polianilina, es la dependencia de estos procesos
rédox con los aniones en solucidn, a través de la creacién de cargas positivas sobre los
atomos de nitrogeno, las que deben ser contrabalanceadas de alguna manera. Esta
dependencia, sumada a la dependencia con el pH, influye en las aplicaciones de la
polianilina a sensores como se vera mas adelante. Recordemos que la reduccion de la
pernigranilina a emeraldina y la de emeraldina a leucoemeraldina, involucran la
incorporacion de protones, por lo que no solamente la conductividad dependera del pH,

sino también los potenciales de oxido-reduccion y la reversibilidad de los procesos.

1.3. Polianilina como herramienta analitica

Una modalidad en que fue aplicada la polianilina a la construccién de sensores
quimicos, fue como llaves moleculares. Estos dispositivos consisten en dos electrodos
separados por una corta distancia entre los cuales se deposita cierta cantidad de
polianilina. De esta manera, los dos electrodos quedan en contacto a través del
polimero, cuyas caracteristicas son comparables con las de un semiconductor. Este
dispositivo, asi armado, puede actuar de manera analoga a un transistor fisico, ya que
posee dos electrodos entre los cuales puede o no circular corriente dependiendo de la
resistencia del material que los conecta, que a su vez depende del potencial.

En el caso de los transistores fisicos, 1a propiedad semiconductora se logra
mediante el uso de silicio dopado por elementos que presenten “exceso” o “defecto” de
electrones respecto del Si. El potencial del semiconductor es directamente controlado
por un terminal (llamado “compuerta”) que determina la resistencia del mismo. De esta
manera, la corriente que fluya entre los otros dos electrodos (fuente y sumidero) podra
ser controlada por el potencial de la compuerta. De ahi el nombre de llave (puede ser
“prendido” o “apagado” segun el potencial que se aplique). Por las razones expuestas,
en algunas oportunidades los electrodos funcionando como llave se designaran como
fuente, sumidero y compuerta (source, drain y gate) y se utilizara esta convencién para

potenciales y corrientes.

22
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El caso de la Pani es andlogo al de un transistor p-dopado, o sea que contiene
como dopante un elemento con “defecto” de electrones respecto al Si. Asi, el transporte
de corriente se produce por “transporte de huecos” de carga que son cubiertos por los
electrones. Estos “huecos” positivos, que en los transistores fisicos son provistos por el
dopante “p”, se producen en la llave molecular cuando algunos de los dtomos de N de la
Pani en estado imina son protonados por el icido de la solucién adquiriendo carga
positiva. Esta condicién es mdispensable para que la Pani se comporte como un
semiconductor. Es necesario que existan cargas positivas para obtener conductividad
eléctrica, independientemente del potencial. Luego, la diferencia existird en el modo en
que se controla el potencial de la compuerta en ambos casos. Mientras que en los
transistores fisicos se aplica directamente un potencial a través de un terminal, en el
caso de la Pani, el potencial podra ser fijado aplicando un potencial al electrodo o,
simplemente podr4d ser dejado sin control para que llegue a un equilibrio con la
solucién. En este ultimo caso, serd el potencial redox de la solucién el que determine el
estado de oxidacion de la Pani o, llegado el caso, el sobrepotencial de la reaccién
correspondiente entre una especie en solucion y la Pani. En estas condiciones, el estado
de oxidacién y conductividad de la Pani dependerd de la solucién en la que esté
inmersa.

En el parrafo anterior se introdujo la cuestiébn del sobrepotencial, que se
explica mas detalladamente a continuacién. Se hace esta salvedad porque puede ocurrir
que a pesar de existir en solucién un reactivo cuyo potencial es favorable para
reaccionar con Pani, su velocidad de reaccioén con el polimero sea practicamente nula.
Un tipico caso es el de la enzima glucosa oxidasa (GOx), la cual posee un centro activo
inaccesible para la superficie de polimero, de manera que no es capaz de reaccionar
directamente con la Pani, sino que necesita un mediador que transporte los electrones
desde el centro activo hasta el polimero. Este hecho obliga a utilizar estrategias para
propiciar las reacciones deseadas, a la vez que ayuda muchas veces impidiendo
reacciones no deseadas. Por otra parte, seran estas estrategias las que le confieran a la
llave molecular una cierta especificidad, o sea dentro de una solucién con muchas
moléculas con actividad redox, se podria lograr que sea solo una la que pueda
reaccionar con Pani. Nétese que este punto es de vital importancia en el desarrollo de

sensores y se intentara lograr la mayor especificidad posible.
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Una aplicacion inmediata de sensores basados en cambios de conductividad
debidos a cambios en el estado de oxidacion, es en la determinacion de especies que
pueden ser oxidadas con enzimas rédox. Estas enzimas como elementos de
reconocimiento presentan una gran selectividad hacia el sustrato. Otros puntos a favor
son la comunicacién directa que existe entre la Pani y algunas enzimas como la
peroxidasa de rdabano (HRP) y la facilidad de inmovilizarlas fisicamente sin importar
demasiado en qué posicion queden inmovilizadas sobre el electrodo.

La aplicacion de las llaves moleculares como elemento de transduccién en
sistemas antigeno-anticuerpo presenta una mayor complicacion ya que es deseable tener
las moléculas de anticuerpo o antigeno sobre la superficie con determinada orientacién
para evitar la adsorcion inespecifica. Este punto es muy importante porque pone en
evidencia una de las grandes limitaciones de la Pani, que es la ausencia de grupos
funcionales sobre los cuales se puedan practicar reacciones quimicas de derivatizacién
apuntando a llegar a sistemas mas complejos pero igualmente ordenados y controlados.
Mas adelante en este trabajo se hara referencia a esta cuestion. Por otra parte, como se
indicé anteriormente, en el caso de antigeno-anticuerpo la deteccién seria indirecta. Lo
mismo ocurre con el ADN; caso en el cual habria que encontrar un modo de deteccion
del evento de hibridacién.

Varios microtransistores electroquimicos enzimaticos (también conocidos
como Ilaves enziméticas) han sido descritos [6, 7, 8] Estos dispositivos usan el efecto de
integracion de la sefial del analito y podrian, por lo tanto, ser un enfoque atractivo para
la deteccién de concentraciones bajas de analito usando electronica muy simple. En un
transistor enzimatico, una reaccion catalizada por una enzima se utiliza para cambiar el
estado de oxidacién de una pelicula de un polimero conductor depositada sobre un
espacio aislante entre dos microelectrodos. Esta oxidacion o reduccion del polimero
conductor causa un cambio en la conductividad del dispositivo, que es detectado
midiendo la corriente que fluye entre los dos electrodos. Este tipo de deteccion es
diferente de los enfoques amperométricos y potenciométricos de deteccion
electroquimica. En este caso, no se requiere electrodo de referencia para hacer la
medicion, la circuiteria es muy simple, y aunque se detectan bajas concentraciones de

analito los cambios en las corrientes que se medirdn no son necesariamente pequeiios

[6].
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Bartlett y colaboradores han demostrado que la Pani es una superficie muy
eficiente para la reduccién electroquimica directa de la peroxidasa de rabano (HRP).
Asi, a pH 5, la HRP cataliza la reduccion del per6xido de hidrégeno en un electrodo
cubierto de polianilina a 0,05 V contra SCE sin necesidad de ningiin mediador agregado
[10]. En un trabajo posterior, los mismos autores presentaron un transistor enzimatico
basado en la peroxidasa de rdbano [11]. Para este dispositivo, el cambio en resistencia

es debido al sistema siguiente de reacciones:

H;0; + HRP(red) > HRP (compound I) + 2 H,0O
HRP (compound I) + M + H" - HRP (compound II) + M*
HRP (compound II) + M + H' - HRP(red) + M"

donde HRP(red) es la peroxidasa en la forma férrica, HRP (compuesto I) es la forma
oxidada de la enzima, HRP (compuesto II) es la forma intermedia de la enzima; M y
M+ representa el PANI en las formas conductora y aislante, respectivamente. El trabajo
descrito arriba fue realizado usando un electrodo de polianilina en una solucién de pH 5.
Es deseable quitar esta limitacién y poder trabajar a pH neutral. Como se ha
mencionado anteriormente, la polianilina se comporta como un conductor solamente en
su forma medio-oxidada (emeraldina), cuando esta protonada. A pH por encima de 5, se
desprotona convirtiéndose en un aislante. Para una pelicula de polianilina la
desprotonacién en la forma de emeraldina se encuentra asociada a la salida de ambos:
protones y aniones que contrabalancean las cargas dentro de la pelicula. Esto es posible
solamente si los aniones son pequefios y méviles, por ejemplo el cloruro o el bisulfato.
Si se substituyen estos aniones méviles por contraiones poliméricos con cadena larga,
éstos quedan atrapados dentro de la pelicula de polianilina y el proceso global cambia.
Como consecuencia de este cambio, la conductividad de la polianilina se puede
mantener a un pH [9] mucho mas alto. Bartlett et. al. utilizaron este efecto para
depositar peliculas de polianilina con contraiones poliméricos tales como
poli(vinilsulfonato) [11] o poli(estirensulfonato) [12], que siguen siendo
electroquimicamente activos y que conducen a pH neutro. Esta ingeniosa solucion tiene
varias limitaciones: la electroquimica de la pelicula cambia con el tiempo y se debe

volver a una solucioén de pH 5 para invertir este proceso. Si la pelicula se deja una noche
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a circuito abierto en una solucion a pH 7, sensibles disminuciones de las corrientes
maximas son observadas al volver a un buffer de pH 5. Ademas, la conductividad de
este film co-depositado es dos Ordenes de magnitud mas baja que los valores
correspondientes a las peliculas de polianilina/bisulfato, ambas en pH 5 [13]. La
limitacion de este dispositivo es que luego de que un de tiempo, la concentracién de
protones en la pelicula se equilibra con la concentracién de protones en la solucion y la
carga positiva en la emeraldina se pierde.

Una solucién posible a este problema seria modificar los 4tomos de N en
la cadena lineal de polimero con un grupo alquilo. De esta manera, el polimero estara
dopado con carga positiva cuando se encuentre en la forma oxidada y la tnica
limitacion serd la migracién de aniones. Una desventaja de este enfoque es el desorden
producido en la estructura. Dao et. al. [14] encontraron una disminucién importante de
la conductividad cuando el tamafio del grupo aumenta para una serie de poli(anilinas-N-
alquiladas). Mikhael et. al. [15] estudiaron el efecto de varios agentes alquilantes y
acilantes que se hicieron reaccionar con polianilina en su forma de emeraldina. El
reemplazo del hidrégeno ligado al N por un grupo acilo o alquilo afecta fuertemente la
conductividad del polimero. Con los acil-derivados, se observaré una disminucion de la
conductividad eléctrica atribuida a la disminucion de la densidad electrénica en las
cadenas de polimero por el efecto electron-atractor de los grupos acilo; el mismo efecto
fue observado por Wrighton y colaboradores [16]. Por el contrario, los polimeros
alquilados demuestran una buena conductividad eléctrica, estos resultados se atribuyen
al hecho de que los grupos alquilo aumentan la densidad electronica & a lo largo de la
cadena polimérica conjugada [15].

Varios autores han modificado la polianilina con propano-sultona para obtener
el derivado de poli(anilina-N-propanosulfénico) (PSPANI) [17, 18]. En particular, Chen
et. al. [18] observaron un comportamiento de semiconductor en polimeros
quimicamente sintetizados. Pese a que la modificacion del atomo de nitrogeno con
grupos alquilos no afecta sensiblemente la conductividad en medio 4cido, no se estudié
su comportamiento a pH neutro. La técnica que se presenta es en medio homogéneo y
en varios pasos. Estas caracteristicas limitan la aplicacion de este polimero a sensores

quimicos.
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Quedan aqui planteados los dos grandes puntos a mejorar en la quimica de los
polimeros conductores en cuanto a su aplicacién a la construccién de sensores, a saber:
la carencia de grupos funcionales que permitan la derivatizacién y la construccién de
estructuras mas complicadas y, en segundo lugar, la limitacién en el rango de pH de
funcionamiento del polimero. En esta tesis se presentan posibles caminos para
solucionar ambos problemas y la aplicacion de los polimero resultantes a la
construccién de sensores.

En los Capitulos 4 y 5 se encaran estrategias para la obtencién de polimeros
con caracteristicas parecidas a las de Pani pero con grupos funcionales posibles de ser
modificacos en condiciones suaves. En el Capitulo 6 se trata un posible camino para
obtener un polimero que sea capaz de trabajar a pH neutro y se presentan posibles

aplicaciones de los polimeros obtenidos en la construccién de sensores quimicos.
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Capitulo 2 Materiales y Métodos

Capitulo 2
Materiales y Métodos

2.1. Condiciones experimentales

2.1.1. Materiales

La anilina fue comprada a la firma J. T. Baker (98%), el H2SO4 fue provisto
por Merck (95-97%) y Carlo Erba (95-97%), la o-aminobencilamina (ABA) fue
comprada a la firma Aldrich, se utilizaron varios lotes de esta droga. El ferroceno
carboxialdehido y el cianoborohidruro de sodio fueron comprados a Aldrich, al igual
que la propano-sultona, etilendiamino carbodiimida (EDAC), N-hidroxisuccinimida
(NHS), sulfo-N-hidroxisuccinimida (sulfo-NHS), PIPES, HEPES (y su sal de potasio),
p-fenilendiamina, anhidrido trifluoroacético, 4cido trifluoroacético. La microperoxidasa
MP-11 y la peroxidasa de rabano picante (HRP) fueron compradas a la firma Sigma.

Todos los reactivos eran de grado analitico.

2.1.2. Equipamiento

Las medidas electroquimicas se realizaron en un bipotenciostato PINE
Instruments AFRDE 5. Las sefiales fueron grabadas en una PC usando una plaqueta de
adquisicion de datos LabPC 1200 (National Instruments).

Los electrodos de trabajo utilizados fueron, segin se detalla en cada caso,
discos de oro de 3 mm de diametro o electrodos de bandas de carbono. Estos elementos
fueron amablemente provistos por el Prof. P.N. Bartlett, University of Southampton,
UK) para el trabajo del Capitulo 3 y fabricados por el autor para el trabajo de los
Capitulos 5 y 6 (la técnica se detalla en el Capitulo 3). Como referencia se utilizé un
electrodo comercial Ag|AgCINaCl (3 M) (BAS MF-2052) y se usé como contra
electrodo una banderita de Pt de aproximadamente 1 cm x 1 cm.

Las medidas de espectroscopia infrarroja se realizaron ex sify en un equipo
Nicloet 560 Magna II FTIR, con purga de aire seco, utilizando detector MCT/A
refrigerado. Se utilizé un kit de accesorio comercial Spectra Tech para reflectancia
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difusa donde se colocéd el electrodo de oro. Se utilizaron electrodos especiales que
permitian ser desarmados y el electrodo introducido en el accesorio. Se probaron
diferentes espesores de polimero hasta encontrar el espesor Optimo para tener una
transmitancia conveniente. La medida de anilina se realiz6 con una gota de la misma
por transmitancia. La medida de ABA se realiz6 fabricando una pastilla de ABA con
KBr, nuevamente por transmitancia.

Los experimentos de XPS fueron realizados en un sistema de ultraalto vacio
multitécnica de imagen XPS VG Scientific thermo ESCALab 250, equipado con un
analizador hemiesférico (del radio medio de 150 milimetros) y con una fuente
monocromatica de rayos X de Al Ka (1486.60 eV). La alta sensibilidad de este
instrumento, obtenida a una resolucion instrumental rutinaria de energia de 0.5 eV
FWHM permitié la observacion de caracteristicas espectrales en las regiones “core-
shell”. No fue necesaria ninguna compensacion de carga para las muestras estudiadas en
el presente trabajo. Para estos experimentos, se utilizd un electrodo de trabajo
especialmente disefiado, consistente en un disco de oro de 3 milimetros de diametro en
un sostenedor de Teflon que permite el desmontaje y la extraccion del disco de oro. El
disco de oro fue pegado sobre un porta muestra con una cinta de doble faz de carbono y

transferido al el sistema de UHV.

2.1.3. Electrosintesis de PANI

Los electrodos de oro fueron pulidos antes de su uso hasta que el tipico
voltamograma de oro se obtuviera ciclando el potencial en 0,5 M H,SO,4 entre 0,2 V y
1,65 V. En el caso de los electrodos de microbandas provistos por el Prof. Bartlett, se
cortaron para exponer el canto de los mismos y se usaron. Los fabricados por el autor,
fueron pulidos hasta que se obtuviera la sefial capacitiva debida a la pintura de carbono
entre 0,2 y 1,2 V. En todos los experimentos el contra electrodo y el electrodo de
referencia estuvieron en el mismo compartimiento que el electrodo de trabajo. No se
utilizé solucién de referencia.

La polianilina se sintetiz6 electroquimicamente a partir de una solucién 0.52 M
de anilina en H,SO4 1.8 M. El potencial fue ciclado entre 0.2y 0.8 Va 50 mV.s™.
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2.1.4. Electrosintesis de copolimeros de anilina y o-aminobencialmina

En el caso de la copolimerizacién de ABA y anilina, todas las soluciones
tuvieron una concentracion total (entre ambos monémeros) de 0,52 M en 1,8 M de
4cido sulfiirico. Para la copolimerizacién de todas las soluciones de ABA-anilina, el
potencial fue ciclado entre -0,2 y 1,2 V vs. Ag|AgCl a una velocidad de barrido de 50
mV.s! hasta que 1a corriente de pico del polimero resultante tuviera el valor deseado. La

velocidad de crecimiento varia segin la proporcién ABA :anilina.
2.1.5. Derivatizacién de aminos primarios con ferroceno aldehido (FeCp,CHO)

La modificacién del grupo amino primario en el copolimero de ABA-anilina se
realiz6 sumergiendo el electrodo con el polimero en su superficie, en una solucién
saturada con FeCp,CHO y 1g.L"! de borocianohidruro durante 24 hs. Luego, se lav6 con
abundante agua destilada y se procedio al uso.

2.1.6. Derivatizacién de aminos primarios con dcidos carboxilicos (acoplamiento

carboxilo-amino)

Se disuelve el carboxilato correspondiente (4dcido ferroceno acético,
microperoxidasa, dcido ferroceno carboxilico) a pH alrededor de 9 para asegurar una
mejor solubilidad. Una vez disuelto, el pH se ajusta a 6.5. Luego se agrega a la solucién
una cantidad de EDC y NHS (o sulfo-NHS) suficiente para alcanzar concentraciones de
0,6 ppm de sulfa-NHS y una relacién de 6:1 entre EDC y NHS. Una vez agregados
todos los reactivos se ajusta el pH nuevamente a 6.5 con HCI e NaOH. Se introduce a
continuacion el electrodo en la solucién manteniendo el pH en 6.5 durante dos o tres
horas. Se deja toda una noche a temperatura ambiente. Luego se extrae el electrodo del
recipiente y se enjuaga con agua destilada.

2.1.7. Derivatizacién de polianilina con sultonas
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La derivatizaciéon de polianilina con propano-sultona se realizd por dos
métodos diferentes:

e Por calentamiento a reflujo: se coloco el electrodo con el polimero inmovilizado en
su superficie dentro de un balén con suficiente cantidad de sultona como para cubrir
el polimero. El balon se conecta al refrigerante y se coloca en baflo de glicerina. Se
lleva el bafio a 120°C por una hora. Luego se extrae el electrodo del interior del balén
y se enjuaga con agua destilada.

e Por reaccion directa a temperatura ambiente o a 60°C: Se cubre cuidadosamente el
electrodo con gotas de propano-sultona hasta que el polimero quede cubierto
totalmente. El electrodo se deja toda una noche a temperatura ambiente y luego se
enjuaga con agua destilada. Si la reaccion es a 60°C, el electrodo se deja en estufa, a
esa temperatura, el tiempo que corresponda en cada caso.

Previo a cualquiera de los dos tratamientos, el polimero se potenciostatiz6 a

—0,2 V, se desprotoné sumergiéndolo 5 segundos en NaOH y luego se enjuagd con agua

destilada. Luego se seco en desecador.
2.1.8. Modificaciéon con Peroxidasas

El proceso de modificacion de electrodos con peroxidasas fue similar al usado
por Bartlett y colaboradores [1]. Brevemente se describe el proceso: el electrodo con
PANI sultonado fue colocado en una celda electroquimica conteniendo una solucion de
la enzima (HRP o MP-11) ~120 unidades.cm™ y 25 mM de p-fenilendiamina. Se dej6 a
circuito abierto durante 20 minutos para permitir la adsorcién y luego se aplicé 0.4 V
durante otros 4 minutos. Luego, el electrodo fue enjuagado con abundante agua

destilada y usado como sensor.
2.1.9. Determinacion de peréxido de hidrégeno

Las determinaciones de peréxido de hidrégeno fueron realizadas como sigue:
el electrodo con PANI sultonada y la enzima correspondiente inmovilizada, fue
colocado en una solucion buffer del pH deseado y potenciostatizada a 0 V. Una fuente

de potencial fue conectada a los electrodos de microbandas aplicando una diferencia de
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potencial de 20 mV entre ellos. La corriente que fluye a través de polimero fue medida
en funcién de tiempo. Obsérvese que no se utilizé ninguna referencia o contra electrodo
durante este experimento. La solucién se revuelve constantemente durante la medida.
Cuando el peroxido de hidrégeno se agrega a la solucién, la corriente cae con una
velocidad dependiente de la concentracién del analito, pudiéndose calcular la velocidad
de conmutacién. Para mejorar la correlacion, las velocidades maximas de conmutacién
fueron divididas por la corriente del conmutador antes de la adicién del HyO, y
representadas graficamente en funcién de la concentracién.

2.2. Descripcién de los fundamentos de las técnicas utilizadas

En esta seccién se describirdn brevemente los fundamentos de las técnicas
utilizadas. El lector podra obtener una descripcion mas detallada en [2] o ediciones

posteriores y las referencias alli citadas.

2.2.1. Voltametria Ciclica

La técnica de voltametria ciclica, consiste en aplicar sobre el sistema una
variacién lineal del potencial, a partir de un potencial inicial E;. En cada momento el
potencial aplicado, E, responde a la ecuacion: E = E; + v.t donde v es la velocidad del
barrido de potencial, dE/dt. Esta variacién de potencial se aplica hasta un potencial de
retorno, E;, a partir del cual se invierte el sentido de variacion del potencial hasta volver
al potencial de partida E,.

El equipo de medida experimental recoge la respuesta de intensidad de
corriente del sistema en funcién del potencial aplicado, obteniéndose las curvas
intensidad-potencial. La forma exacta de estas curvas depende del tipo de proceso que
tiene lugar en el electrodo de trabajo. Esta técnica suele utilizarse como técnica previa
en cualquier estudio electroquimico pues da una primera informaci6n acerca del proceso
de electrodo en estudio, pudiendo conocerse la reversibilidad del mismo, es decir, si la
velocidad de transferencia electrénica en la reaccién es tan rdpida que el potencial del

electrodo de trabajo cumple la ecuacién de Nernst y las etapas en las que se desarrolla.
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El analisis de las curvas voltamétricas también permite observar si existen
procesos de adsorcion o desorcién acoplados a los de oxidacién y reduccién, o la
influencia de especies complejantes. Dado que en esta tesis siempre se trabajé con
electrodos en los cuales las especies electroquimicas se hallaban inmovilizadas sobre la

superficie del electrodo solo se explicara la voltametria ciclica de especies adsorbidas.

En principio, las propiedades del voltamograma de especies adsorbidas estan
determinadas por el numero de sitios sobre la superficie del electrodo donde se produce
la adsorcion. En este caso, para una especie que reacciona rapidamente con la superficie
de un electrodo se obtiene una seiial corriente vs. potencial similar a una campana cuyo
maximo (corriente de pico en la jerga) es proporcional a la velocidad de barrido del
potencial. La carga requerida para oxidar la capa adsorbida es independiente de la
velocidad de barrido de potencial y ademas la separacion entre los picos de ida y vuelta
es 0 mV para un par con transferencia electronica rapida ya que la difusiéon no
interviene en el proceso. Para los polimeros conductores la forma del voltamograma
cambiara bastante y ya no tendra el aspecto de una campana simétrica para la oxidacion
y la reduccion. Pero si es cierto que la carga necesaria para oxidar la capa de polimero
adsorbida (o molécula con actividad rédox unida al polimero) es independiente de la
velocidad de barrido (para un determinado rango) y que de la integracion la curva
intesidad-potencial (o intensidad-tiempo) se puede calcular esta magnitud. Tampoco
ocurre que la separacion de picos sea 0 mV, sino que los procesos de oxidaci6én y
reduccion son lentos y ocurren por mecanismos distintos y los potenciales se separan
bastante dependiendo también de 1a velocidad de barrido. La forma de los picos también
es diferente, siendo la oxidacion mas aguda y la reduccion mas aplanada y ancha. Una
descripcién mas detallada de la técnica se puede encontrar en el libro de Bard y
Faulkner, Métodos electroquimicos.

2.2.2. Espectroscopia Fotoelectrénica de rayos X (XPS)
La espectroscopia fotoelectronica de rayos X, también denominada

espectroscopia electrénica para analisis quimico (ESCA), es uno de los diferentes tipos

de espectroscopia de electrones, como la espectroscopia Auger, de impacto electronico
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y la espectroscopia fotoeléctrica ultravioleta. El principio de funcionamiento de la
técnica consiste en la absorcion de un fotén de rayos X por un dtomo que produce, por
lo general, un ion excitado y un electrén. El proceso puede describirse a través de la

ecuacion:
A+hv;—>A" +¢ Ec. 2.1

donde A*’ representa el ion excitado formado cuando el elemento A interacciona con el
foton de rayos hv,. La relajacion del ion excitado puede producirse de dos formas. Estas

son:

A" " "A"+hv, 0 - Ec.2.2
AP AT+ e, Ec.2.3

En este caso, los subindices indican que las energias del fotén resultante son distintas de
sus correspondientes en la primera ecuacion.

El primer proceso de relajacién (Ec. 2.2) es el fundamento de los métodos de
fluorescencia de rayos X. El segundo (Ec. 2.3) se denomina emisiéon de electrones
Auger y es el fundamento de la técnica homénima.

En XPS, se utiliza una fuente monocromatica de rayos X y se mide la energia
cinética de los electrones desprendidos de la muestra (e; en la Ec.1) a través de un
espectrometro de electrones. La energia cinética E”’idel electron emitido se utiliza para
calcular la energia de unién del electrén a través de la ecuacion 2.4:

Epy=hv-E” Ec.24
La energia de union es propia para un electrén de cada elemento y por consiguiente, es
util con fines de identificacién.

Las energias de unién de los electrones K y L estan influidas en no muy
fuertemente por los electrones de enlace externos, dado que éstos influyen en el campo

de fuerza del niicleo Por lo tanto, las energias de unién varian ligeramente en funcién
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del estado de oxidacién de un elemento, asi como con la naturaleza del elemento o los

elementos con los cuales se combina.

2.2.3. Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

La mayoria de las transiciones electronicas requieren energia de las regiones
ultravioleta o visible; la absorcion de radiacién infrarroja se limita asi en gran parte a
especies moleculares para las cuales existen pequefias diferencias de energia entre los
distintos estados vibratorios y rotatorios. Para absorber radiacion infrarroja, una
molécula debe experimentar un cambio neto en el momento bipolar como consecuencia
de su movimiento vibratorio o rotatorio. Sélo en estas circunstancias puede
interaccionar con la molécula el campo eléctrico alternante de la radiacién y causar
cambios en su movimiento.

La espectroscopia infrarroja tiene amplias aplicaciones en el analisis
cualitativo y cuantitativo. Ha sido ampliamente utilizada para la identificacion de
compuestos organicos. Con excepcion de los isomeros 6pticos, no existen teéricamente
dos compuestos que absorban exactamente en al misma forma. Los espectros infrarrojos
suelen ser complejos y contienen numerosos maximos y minimos, por lo que muchas
veces se analizan comparativamente y se utilizan para estudiar diferencias entre
compuestos.

Los espectros infrarrojos realizados en esta tesis fueron utilizados con fines

cualitativos y, generalmente comparativos.



Capitulo 2 Materiales y Métodos

Bibliografia

1. Bartlett, P. N., Birkin, P. R., Palmisano, F., De Benedetto, G; J. Chem. Soc.,
Faraday Trans., 1996, 92(17), 3123-3130
2. “Andlisis Instrumental” Segunda Edicién. Skoog, D. A.; West D. M.; Editorial

Interamericana






Capitulo 3

Construccion de electrodos y

3.1
3.2.
33.

34.

medidas de conductividad

Introduccién.

Polianilina como compuerta de un
transistor

Construccién de microelectrodos de
bandas

Medidas de conductividad sobre los
electrodos de bandas

Bibliografia






Capitulo 3 Construccion de Electrodos y Medidas de Conductividad

Capitulo 3

Construccion de electrodos y medidas de conductividad

3.1. Introduccién

En los Capitulos 4, 5 y 6 se describen experimentos en los cuales se usa un
arreglo de dos electrodos separados entre si por un aislante a una distancia de unos
pocos micrones. Dicha configuracién permite explotar los cambios de conductividad de
la polianilina a distintos potenciales, este comportamiento se asemeja al de un transistor.
Al descubrirse este tipo de comportamientos, se pensé en utilizar estos materiales para

construir dispositivos que se comporten como transistores.

Los transistores son dispositivos semiconductores activos que permiten regular
el paso de corriente a través de ellos por medio de cambios de conductividad. Estos
cambios se logran por medio de la apertura o cierre de un canal. Los transistores tienen
tres 0 mas electrodos. Los tres electrodos principales son: emisor, colector y base (del

inglés: emitter, collector y base). Sus funciones son:
e EMISOR: emite los portadores de corriente, (huecos o electrones).
o BASE: controla el flujo de los portadores de corriente.
e COLECTOR: que capta los portadores de corriente emitidos por el