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Introduccién

El avance tecnolégico que comenzdé a finales del siglo XX y principios del
XXI esta permitiendo mejorar sensiblemente los métodos de analisis quimico.
Por un lado, la informatica ha evolucionado extraordinariamente facilitando el
uso de grandes volumenes de datos. Por otro lado, se estan desarrollando
herramientas que permiten realizar experimentos que hasta hace pocos afios eran
casi impensables. Las baterfas de diodos, la fibra 6ptica, los posicionadores
piezoeléctricos, etc. facilitan extraordinariamente la creaciéon de nuevos

dispositivos analiticos.

Particularmente, la espectroelectroquimica se ha visto beneficiada de todos
estos desarrollos tecnolégicos. Nuestro grupo de investigaciéon ha intentado
aprovechar las ventajas que ofrecen estas herramientas para desarrollar nuevos
dispositivos de medida que proporcionen informacién sobre procesos quimicos

de alta complejidad.

Los detectores espectrofotométricos basados en baterfas de diodos
permiten obtener espectros completos del proceso estudiado en cortos intervalos
de tiempos, de modo que se puede conocer facilmente la evoluciéon de las
diferentes especies quimicas generadas y/o consumidas en las reacciones
electroquimicas. Aunque esta gran ventaja ya ha sido aprovechada en trabajos
anteriores de nuestro grupo de investigacion, el gran avance de esta tesis doctoral
es aprovechar los posicionadores piezoeléctricos no solo para facilitar el
posicionamiento de un haz colimado de luz adyacente al electrodo con el fin de
obtener informacién sobre las especies transformadas durante el proceso
electroquimico, sino también para obtener informacién espectroscopica con
resolucion espacial cuando se realiza un control automatico de la posiciéon del haz
respecto a la superficie del electrodo de trabajo. Ademas en esta tesis también se
propone una nueva celda basada en fibra 6ptica que facilita sensiblemente el

posicionamiento y alineacion del haz de luz respecto a la superficie electrodo.

En este trabajo se han desarrollado cuatro nuevos dispositivos

espectroelectroquimicos que han sido aplicados a cuatro problemas quimicos
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diferentes, dificilmente comprensibles utilizando unicamente  técnicas

electroquimicas.

La labor de desarrollo de nuevos dispositivos analiticos es a veces un tanto
ingrata, pues son muchos los prototipos que deben ser construidos antes de
conseguir el definitivo que suministra resultados fiables y reproducibles.
Asimismo, recopilar todos los resultados en un unico resumen, que es la Tesis
Doctoral, darfa lugar a un documento un tanto complejo y de dificil lectura. Por
ello, en este trabajo se ha optado por una estructura en la que se destaquen los
resultados finales de los cuatro dispositivos, dejando desplazados en gran parte
los dispositivos y resultados intermedios. De este modo, se espera que el lector
pueda comprender mas facilmente las bondades de nuestros dispositivos y

metodologfas para el estudio de sistemas complejos.

Asi, en el primer capitulo se realiza una breve introducciéon sobre los
problemas quimicos que se van a abordar. El estudio (a) de interfases
liquido/liquido, (b) de una molécula organica como la orto-vainillina (0-Va), (c)
de un complejo organometalico como el [Cu(s-Va)2(H20)2], Cu-0-Va, de gran
interés biologico, y (d) de otra molécula organica como el catecol presente en

numerosos neurotransmisores del grupo de las catecolaminas.

El siguiente capitulo trata sobre la metodologia experimental utilizada a lo
largo de este trabajo, introduciendo principalmente las  técnicas
espectroelectroquimicas. Como en tesis doctorales previamente realizadas en el
grupo de investigacion se habfan hecho revisiones sobre dispositivos
espectroelectroquimicos desarrollados hasta el afio 2000, en este trabajo se ha
realizado una exhaustiva revisiéon sobre los dispositivos espectroelectroquimicos
de absorciéon UV-Vis mas destacables que han sido desarrollados desde ese afio.
En este mismo capitulo también se describen en detalle los nuevos dispositivos
implementados en la presente tesis doctoral, que seran utilizados en el capitulo de

resultados y discusion para el estudio de los diferentes sistemas quimico.

En el dltimo capitulo se estudian los cuatro sistemas anteriormente citados:
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a. En  primer lugar se wvalida un nuevo dispositivo para medidas
espectroelectroquimicas, basado en una rendija moévil, que permite estudiar
facilmente interfases liquido-liquido investigando la transferencia de un
complejo de rutenio y bipiridina desde la fase acuosa a la fase organica.
Posteriormente, el dispositivo se utiliza para el estudio de la electrodeposicion
de nanoparticulas de Pd en la interfase entre dos disoluciones inmiscibles, al
provocarse el depdsito mediante la transferencia electrénica que tiene lugar en
la reducciéon de una sal de Pd(II) cuando en la fase organica se produce la

oxidacién de butilferroceno.

b. En segundo lugar se demuestra la utilidad del dispositivo basado en la rendija
moévil para  estudios espectroelectroquimicos en configuracién paralela
utilizando electrodos solidos. Se ha validado estudiando la oxidacion de
o-tolidina. Finalmente, se ha utilizado para la elucidacién del mecanismo de
reducciéon de la o0-Va. En este sistema, es particularmente destacable la
interaccion de la molécula con el superéxido que se puede generar

electroquimicamente.

c. En tercer lugar se valida el dispositivo de rendija mévil para estudios de
espectroelectroquimica bidimensional utilizando nuevamente la o-tolidina
como sistema de testeo y validacion. Esta nueva configuracion se ha utilizado
para el estudio del mecanismo de oxidacidon-reducciéon del compejo

organometalico Cu-o-Va.

d. Finalmente, y en cuarto lugar, se muestra la utilidad de una nueva celda
espectroelectroquimica de absorcién en el UV-Vis en configuracion paralela,
basada en fibra Optica para comprender el mecanismo de reacciéon de la
oxidacion del catecol y resolver una mezcla dificilmente cuantificable usando

electroquimica, como es la de catecol/hidroquinona.

El conjunto de experiencias mostradas en este trabajo pretenden demostrar
la utilidad de los nuevos dispositivos, asi como la versatilidad de estas técnicas

para estudiar problemas de muy diversa naturaleza y complejidad. Sin lugar a
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dudas, este trabajo solo es una presentaciéon de las nuevas técnicas que deberan
ser mejoradas con el paso de los afios y podran ser utilizadas en nuevos sistemas

que permitan demostrar todo el potencial que « priori creemos tienen.
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Fundamentos tedricos

€ Objetivos del capitulo

& Exponer los conceptos basicos de los procesos que tiene lugar en

los sistemas electroquimicos con interfases liquido/liquido.

& Introducir los diferentes sistemas que se estudiardn a lo largo de la
tesis como son las interfases entre dos soluciones electroliticas
inmiscibles, el 2-hidroxi-3-metoxibenzaldehido, el complejo de
cobre con dos ligandos 2-hidroxi-3-metoxibenzaldehido y el

catecol.
© Metodologia

& Buasqueda y revision critica y selectiva de la bibliografica
directamente vinculada con los diferentes sistemas estudiados en

esta tesis.
@ Resumen del capitulo

@ Sec han introducido los diferentes conceptos fundamentales pata el

seguimiento de la tesis.

e las interfases entre dos disoluciones electroliticas
inmiscibles son sistemas complejos pero de gran interés
electroquimico por los procesos que pueden producirse en
ellas. En este capitulo se han introducido los diferentes
modelos propuestos sobre la estructura de la interfase
liquido/liquido, ademas de los tipos de transferencias que
pueden darse en este tipo de interfases como son la
transferencia i6nica, la transferencia idnica asistida y la

transferencia electrénica.

@ [a orto-vainillina tiene  importantes propiedades

antioxidantes, antifingicas y antimutagénicas, o como

Daniel Izquierdo Bote



New Techniques and devices for UV-Vis Absorption Spectroelectrochemistry

10 Daniel Izquierdo Bote

agente bloqueante de radicales libres, por lo que resulta de
especial interés conocer su comportamiento en procesos de

reduccion.

El complejo de cobre (II) con ligandos orfo-vainillina tiene
potenciales propiedades terapéuticas debido a las
propiedades antioxidantes y antimutagenicas presentadas
por otros complejos de cobre, propiedades que han
motivado el  estudio de su  mecanismo  de

oxidacion/reduccion.

El catecol forma parte de la estructura de los
neurotransmisores de la familia de las catecolaminas,
ademas de ser considerado un contaminante toxico. Estas
razones han llevado a estudiarlo con técnicas

espectroelectroquimicas.



Fundamentos tedricos

2.1 Interfase entre dos disoluciones electroliticas inmiscibles

La interfase entre dos disoluciones electroliticas inmiscibles (ITIES) es la
zona limite de contacto entre dos disoluciones inmiscibles o con muy baja
solubilidad entre ellas. Generalmente, una de ellas es una disoluciéon acuosa que
contiene un electrolito hidrofilico, mientras que la otra consiste en un disolvente
organico polar, como por ejemplo 1,2-dicloroetano (1,2-DCE) o nitrobenceno
(NB) que contiene un electrolito lipofilico disuelto. El estudio de las reacciones
electroquimicas y procesos que tienen lugar en la ITIES son de gran interés en
multiples campos relacionados con la quimica, la biologfa o la bioquimica, en
aplicaciones tan variadas como depdsito de metales en la interfase!-#, catalisis>?,
transferencia idnica a través de la interfase!®12 o el estudio de fenémenos que se
producen en las membranas biolégicas!>!4 como la respiracién mitocondrial o la

fotosintesis!>.

El estudio de la interfase entre dos disoluciones electroliticas inmiscibles
comenzo a principios del siglo XX con los experimentos realizados por Nernst y
Reisenfel donde estudiaron la transferencia idnica a través de la interfase
inmiscible fenol/agual®!7. Sin embargo no fue hasta mucho mas tarde, en 1939,
cuando Verwey y Niessen, basaindose en la teoria de Gouy!® y Chapman!® sobre
la doble capa difusa, desarrollaron el primer estudio teérico cuantitativo de las
ITIES?, No obstante, el estudio de estos sistemas estuvo estancado hasta la
década de los setenta del siglo XX cuando este campo sufrié un relanzamiento.
El pionero de este renovado interés en el campo fue Claude Gavach en Francia,
que comenzé a aplicar métodos electroquimicos para estudiar las reacciones de
transferencia de iones demostrando que las ITIES podian ser polarizadas y que la
diferencia del potencial de Galvani entre las dos fases podia ser usada para
conseguir reacciones de transferencia de carga’l. A finales de los setenta el
profesor Koryta tomé el relevo del estudio de las interfases, estudiando la
polarizabilidad de las ITIES basada en la determinaciéon de la energfa libre de

transferencia i0nica??-25,

Daniel Izquierdo Bote
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Posteriormente, gracias al desarrollo de los potenciostatos que permitian
trabajar con cuatro electrodos realizado por Samec?0-28, se consigui6 solventar el
problema existente de la caida 6hmica en estos sistemas, lo que hizo posible la
utilizacién de técnicas a potencial controlado como voltamperometria ciclica?-33,
voltamperometria diferencial de pulso®, cronoamperometria®, polarograffa’637 y
espectroscopia de impedancia3$3 que pudieron aportar mayor informacién sobre
las ITIES. El estudio espectroeletroquimico de estos sistemas ha sido posible
gracias a la evoluciéon de estas técnicas y ha ayudado a lograr una mayor
comprension de las ITIES. Las técnicas espectroelectroquimicas mas utilizadas
para el estudio de interfases liquido/liquido (L/L) estin basadas en diferentes

técnicas espectroscopicas como:
®m Dispersion cuasi-elastica de luz laser (QELS)#0.
®m Elipsometria*l.
® Generacion del segundo armoénico (SHG)4>44,
®m Generacion de la frecuencia sumada (SFG)#+>—47.
® Espectroscopia UV-Visible*$->1,
® Microscopia Raman?2.
B Fluorescencia®»4.
® Reflexion de rayos X535,

B Reflexién de neutrones’.

2.1.1 Estructura de Ia interfase

Desde que se empezaron a estudiar los sistemas formados por una interfase
entre dos liquidos inmiscible se han sugerido numerosos modelos e hipétesis y
posteriores modificaciones de estos para conocer como es la estructura de la

interfase.

Helmholtz® observé como cuando se ponia un conductor en contacto con

una disolucién electrolitica en la interfase sélido/liquido se formaba una doble
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capa eléctrica. Basandose en estos estudios, Gouy y Chapman!8! desarrollaron
un modelo en el que introdujeron el concepto de doble capa difusa. Con este
modelo explicaron la distribucién de carga iénica en la interfase sélido/liquido en
funcién de la distancia a la citada interfase. Mas adelante, Verwey y Niessen?'
fueron los primeros en abordar el problema de la interfase liquido/liquido
desarrollando un modelo para interfases liquido-liquido basado en el de Gouy-
Chapman. Este modelo explicaba que la diferencia de potencial entre las dos
fases, agua-disolvente organico, puede ser causada tanto por la orientaciéon de los
dipolos en las proximidades a la interfase como por la presencia de un exceso de
cargas libres, provocada por los iones, y separadas por la interfase. Para ello
aproximaron la interfase L/L a un plano matematico, y consideraron
independientes la doble capa difusa de cada una de las fases. Gavach profundizé
y desarrollé a partir de ese modelo, el modelo de Verwey-Niessen Modificado
(MVN)>, el cual se ajustaba con mayor exactitud, ya que considerar la interfase
como un plano era un concepto fisicamente erréoneo. Para ello sugirié la
presencia de una capa interior compacta de moléculas de disolvente entre las dos

doble capas difusas (Figura 2.1).

| Capa / ¢°
ﬂ _) :intesna

Capa difusiva _) i

dCuosa j V

XZW O XZO

Capa difusiva
organica

+)

Figura 2.1 Modelo Verwey-Niessen Modificado (MVN) de las ITIES.

Siguiendo las consideraciones de este modelo la diferencia del potencial de
Galvani, Aj @, entre dos fases en contacto, una acuosa y otra organica, se divide y
puede expresarse como la combinacion de la contribucién de la capa interna y de

las capa difusas.

Daniel Izquierdo Bote
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Al = @, — @, = Asp; + @3 + @5 Ecuacién 2.1

donde @, y ¢, son los potenciales eléctricos en el seno de la disolucion de la fase

acuosa y organica respectivamente, Ag@; = Pxg — Pxg es la caida de potencial a
, . a __ _ o __ _ ;
través de la capa interna, y 073 = @8 — Qg 0 Y3 = Py9 — @, son las caidas de

potencial de las capas difusas de la fase acuosa y organica respectivamente,
siempre y cuando se cumpla la condiciéon de electroneutralidad por la que la

densidad de carga superficial en ambas fases debe ser igual y opuesta®.

Sin embargo, Girault y Schiffrin®-62 platearon algunas discrepancias a este
modelo debido a las dudas surgidas sobre la validez de una separacion de la
region interfacial en dos capas compactas. Estas dudas eran debidas a que
durante estudios de tension interfacial observaron un exceso de superficie de
agua en la interfase entre disolventes organicos puros y electrolitos acuosos, lo
que sugiere que los iones son capaces de penetrar la region interfacial. Ante esas
evidencias, Girault y Schiffrin plantearon el denominado modelo de capa mixta,
en el que, cuando se ponen en contacto las dos fases, en la zona de contacto
entre ellas se forma una capa mixta de ambos disolventes donde las propiedades
dieléctricas van cambiando suavemente de una fase a otra (Figura 2.2). Por otro
lado, teniendo en cuenta los efectos de la capa difusa, Samec®® habia demostrado
que la constante de velocidad de transferencia idnica era independiente del
potencial. Uniendo las conclusiones obtenidas por Girault y Schiffrin y sus
propios resultados, Samec propuso que los iones podian penetrar cierta distancia
en la capa interna, aunque evité llamar a la regiéon de la interfase, capa mixta y

sigui6 hablando de ella como capa interna.
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Seno de la Capade Capade Seno de la
disolucion organica difusién organica difusion acuosa disolucion acuosa

(I)co

(I)o

Figura 2.2 Modelo de capa mixta.

Posteriormente Torrei y Velleau®® realizaron estudios tedricos mediante
simulaciones computacionales con técnicas de MonteCarlo en las que observaron
que habia algunas consideraciones o aproximaciones erroneas en el modelo
MVN. Asi, en la principal aproximacién de este modelo se desprecian tanto las
correlaciones entre las dos regiones de carga, considerandolas independientes una
de la otra, como las correlaciones ion-ion en la capa de difusiva organica con
respecto a la acuosa. Esto se traducirfa en una fuerza de atraccion global entre las
capas de difusién que provocaria que las capas difusas sean mas delgadas y la
diferencia de potencial de Galvani sea mas pequefia. Hay que tener en cuenta que
esta correlacion "entre capas" es bastante pequefia cuando se usa agua como
disolvente polar debido a su alta constante dieléctrica, pero en otros sistemas en
los que se use otro disolvente polar diferente al agua esta aproximaciéon no seria

valida y se deberfa tener en cuenta.

2.1.2 Ecuacion de Nernst

Cuando se ponen en contacto dos disoluciones de diferente naturaleza e
inmiscibles entre si, por ejemplo, una disolucién electrolitica acuosa y otra

organica, las diferentes especies electroliticas presentes en cada una de las fases

Daniel Izquierdo Bote
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tienden a distribuirse en el sistema hasta alcanzar el equilibrio termodinamico.
Esta distribucién de cargas en torno a la region interfacial genera una diferencia
de potencial eléctrico de Galvani Aj¢p = % — ¢°, donde @ es el potencial de
Galvani para cada fase, que es estabilizado a través de la interfase. A presion y

temperatura constante, el equilibrio termodinamico se alcanza cuando los

potenciales electroquimicos entre las fases son iguales:

~0 _ ~a
Ui = K Ecuacion 2.2

"i"

donde fi{ y I representan, el potencial electroquimico de la especie cargada
en la fase organica y en la fase acuosa, respectivamente. El potencial
electroquimico puede desglosarse en dos términos distintos para expresar la
contribucién de energia quimica y de energfa eléctrica. De forma que la Ecuacion

2.2 puede desarrollarse del siguiente modo:

~ l
ui = u; + Ml-e Ecuacién 2.3
el _ F s s
Hi = zZir@ Ecuacion 2.4
— .40
pu; = p° + RTlna; Ecuacion 2.5

H?»a + RTlnalq + z;Fp® = ‘u,?'o + RTZT'LG,EJ + z;Fp° Ecuacion 2.6

La Ecuacion 2.4 representa la contribucién eléctrica, es decir, el trabajo
necesario para mover una particula con carga z; en el vacio desde el infinito al
interior de la fase. Por otro lado, la Ecuacién 2.5 refleja la contribuciéon quimica,
donde u%? y u®°es el potencial quimico estandar para la fase acuosa y organica

. 0. .0 . . .
respectivamente, @; y @; son la actividades de la especie [ en su respectiva fase,
acuosa y organica respectivamente, y ¢ y ¢°es el potencial de Galvani de las
fases acuosa y organica respectivamente. Asi, la diferencia de potencial de

Galvani a través de la interfase se puede expresar segun la Ecuacion 2.7.
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1 0 0
Ag(p = Zl_F (.ui 0 — U; ,a) Ecuaciéon 2.7
La condicién de equilibtio de la interfase L/L puede obtenerse mediante la

combinaciéon de la Ecuacién 2.6 y la Ecuacién 2.7 se obtiene la ecuacion de

Nernst para I'TIES:

RT

a°
Adp = ASp) + ZF In (a—%> Ecuacién 2.8

donde A%gpes el potencial de transferencia estindar. De hecho este potencial es

0,a-o0

la energfa de Gibbs estandar de transferencia AG,,;

expresada en escala de
potenciales. Dado que la energia de Gibbs estandar de transferencia es igual a la
diferencia entre la energia de Gibbs estandar de solvatacion y la energia de Gibbs
estandar de hidratacion, la relacion entre la diferencia de potencial de Galvani y la

energfa de Gibbs se expresa segun la Ecuacién 2.9.

AGS°

0 _ tr,i .,
Ag(pi - Ecuacion 2.9
Zl'F

2.1.3 Tipos de ITIES

Cuando hay en contacto dos fases inmiscibles entre si, se origina una
diferencia de potencial a través de la interfase debido a la distinta densidad de
carga. Por lo tanto, existe un potencial de estado estacionario detectable que no
es debido a un proceso de equilibrio. Este potencial normal de transferencia
i6nica, AJ@, que es un parimetro fundamental que cuantifica la afinidad relativa
de un ion donde ambos disolventes estan en saturacion mutua, puede verse

modificado por tres causas, tal y como se muestra en la Figura 2.304.

B Las dos fases poseen una sal en comsin (Figura 2.3.a), es decir son interfases
no polarizables. En este caso una ligera desviacién del potencial normal

de transferencia i6nica Aj¢@ desde el valor del potencial normal de

Daniel Izquierdo Bote
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transferencia iénica de equilibrio Ag@,, podria inducir el paso de gran

cantidad de corriente a través de la interfase.

B Las dos fases poseen un ion en comin (Figura 2.3.b), quedando el sistema

representado por un tnico ion con potencial determinante.

® L as dos fases no poseen ningsin ion en comiin (Figura 2.3.c). Este ultimo caso
corresponde a una interfase idealmente polarizable®> donde el potencial

se modifica mediante un potencial externo.

a) b) c) F. acuosa
R* X
P
P
e
i RO S >k
o ol oW P
R* X R*Z ™ X S
F. organica

Figura 2.3 Representacion esquematica de tipos de ITIES. a) Las dos
fases tienen una sal en comun. b) Ambas fases tienen un ion
en comun. ¢) Las dos fases no poseen ningtin ion en comun.

2.1.3.1 Interfases no polarizable

Tal y como se ha indicado antes, las interfases no polarizables se forman
cuando se ponen en contacto dos disoluciones inmiscibles, en las que existe una
sal en comun. El ejemplo mas simple de interfase no polarizable es el que
presenta un electrolito binario, una sal RX, que pueda disociarse en ambas fases
en sus correspondientes iones, un cation R* y un anién X~ (Figura 2.3.a).

Esquematicamente, puede representarse como:
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R*X"||RTX~ Ecuacion 2.10
(a) (0)

donde la doble barra vertical representa la interfase, que separa la fase acuosa ()
de la fase organica (0). En este caso, la diferencia de potencial de Galvani se

puede escribir como:

_ (DS + A%0R) LRT,

Aa
o® 2 2F "

ag + ay
ag + a; Ecuacion 2.11

De la Ecuacién 2.11 se deduce que la diferencia del potencial de Galvani es
independiente de la concentracién de electrolito, lo que explica que la interfase

sea electroquimicamente no polarizable.

Este tipo de interfases no polarizables puede darse también cuando existe
Gnicamente un ion comun entre ambas fases, RT o X~. Los contraiones han de
ser distintos y suficientemente hidrofilicos e hidrofébicos para la fase acuosa y
organica respectivamente, con el fin de que no puedan migrar de una fase a otra.

Asi, existen dos posibilidades para este tipo de interfases:

R_+L_/ H 0 S&_, T_+£ Ecuacion 2.12
(@) (0) (a) (0)

siendo Y™ y Z~ los aniones de la fase acuosa y organica respectivamente cuando
el ion comin es un catién R*, y S* y T™ los cationes de la fase acuosa y organica

respectivamente cuando el ion comun es un anién X ™.

La diferencia de potencial de Galvani viene determinada por la relaciéon de

actividades del ion comun en ambas fases.

“ o . RT ag “ o RT ay
Ao = @g +zR_Fln a2 0 Ao<P=<Px+ZX—Fln s Ecuacién 2.13
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2.1.3.2  ITIES idealmente polarizable

Se produce al poner en contacto dos disoluciones inmiscibles entre si que
contienen electrolitos distintos, estando constituido el electrolito de la fase acuosa
por cationes R* y aniones X~ hidrofilicos y el electrolito de la fase organica por
cationes ST y aniones Y~ lipofilicos. De forma que cuando las energias de Gibbs
estandar de transferencia son positivas los iones del electrolito de la fase acuosa
pasan a la fase organica, mientras que cuando son negativas son los iones del
electrolito de la fase organica los que pasan a la fase acuosa. La diferencia de

a

potencial Ao(p? en estos sistemas esta controlada por el exceso de carga en la

region interfacial, la cual puede ser modulada por una fuente externa.

Ei: &C Ecuacion 2.14
(a) (0)

2.1.4 Reacciones de transferencia de carga en ITIES

En ITIES se puede estudiar una gran variedad de reacciones de
transferencia de carga utilizando técnicas electroquimicas. Estas reacciones de
transferencia de carga pueden clasificarse en tres categorias principalesé®.67

representadas esquematicamente en la Figura 2.4:
®m Transferencia idnica, (Figura 2.4.a).
®m Transferencia idnica asistida, (Figura 2.4.b).

®m Transferencia eléctrica, (Figura 2.4.c).
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Figura 2.4 Representacién  esquematica de la  reacciones de
transferencia de carga en ITIES. a) Transferencia iénica, b)
transferencia idnica asistida, c) transferencia electrénica.

2.1.4.1 Transferencia idonica

Las reacciones de transferencia idnica en ITIES han sido ampliamente
estudiadas en las ultimas décadas, ya que son las reacciones mas sencillas de
estudiar en estos sistemas. Para que se produzca la transferencia idnica es
necesario proporcionar la energia de Gibbs de transferencia para que el ion pueda
migrar de una fase a otra, o en otras palabras, producir una diferencia de
potencial suficiente entre ambas fases como para que ion se traslade de la fase en
la que se encuentra a la otra, Ecuaciéon 2.8. Generalmente los estudios de las
reacciones de transferencia i6nica se han centrado en determinar la constante de

velocidad de la transferencia i6nica.
La transferencia i6nica se pude dividir en tres etapas:

1. Transferencia de masa desde el seno de la fase en la que se encuentra el
ion a la interfase. Este paso estd controlado principalmente por

difusion.
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2. Reaccién de transferencia idnica en la interfase, es decir, el paso de los
iones a través de la interfase. Samec® apuntd que ésta es la etapa

determinante para el calculo de la velocidad de transferencia.

3. Transferencia de masa desde la interfase hacia el seno de la disolucién

de la nueva fase.

Hay que tener en cuenta que la constante estandar de velocidad para la
transferencia i6nica es directamente proporcional al coeficiente de difusiéon de la
especie y dependiente del potencial. La fuerza conductora para la reacciéon de
transferencia electrénica esta localizada en la interfase y la variacion de la energfa
de activacion, la diferencia de potencial de Galvani, es una fracciéon de la

variacion de la fuerza eléctrica conductora.

2.1.4.2 Transferencia idnica asistida

El primer estudio de transferencia idnica asistida fue llevado a cabo en 1979
por Koryta??, en el cual estudi6 la transferencia de iones potasio facilitada por
éteres corona iondforos. El mecanismo de las reacciones de transferencia asistida
de iones no es unico, ya que depende de diferentes factores como las
concentraciones del ion y del ligando en ambas fases, o de los equilibrios de
complejacion tanto en la fase acuosa como en la organica. Por lo que
dependiendo de estos factores, se pueden producir cuatro situaciones

diferentes®, Figura 2.5:

® ACT: Complejacion acuosa seguida por transferencia. En este caso, el ligando

se encuentra en la fase organica y la reacciéon de transferencia idnica
asistida tiene lugar por medio de la difusién del ionéforo desde la fase
organica a la acuosa seguida por complejacion con el ion en la fase
acuosa y la posterior transferencia del ion complejado. Este caso solo

es posible cuando el ligando es soluble en ambas fases.

®m TOC: Transferencia seguida por complejacion en la fase organica. En este caso

el mecanismo serfa equivalente a un mecanismo electroquimico sobre la
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supetficie de un electrodo. El ion es transferido desde la fase acuosa a
la organica, en la que a continuacioén se produce la complejacién con el

ligando.

m TIC: Transferencia mediante complejacion en la _interfase. Este tipo de

mecanismo a diferencia de los dos anteriores ocurre en un solo paso. El
ion se aproxima a la interfase y es ahi, donde se produce la
complejacion con el ligando ionéforo, permitiendo que el complejo se

transfiera a la otra fase.

®m TID: Transferencia mediante disociacion en la interfase. Este caso al igual que

el anterior ocurre en un dnico paso, pero a diferencia del resto de
procesos, el ion esta complejado inicialmente y es al llegar a la interfase
cuando se descompleja permitiendo la transferencia del ion a la otra

fase.

Figura 2.5 Representacion  esquematica de los diferentes tipos de
transferencia ibnica asistida.

2.1.4.3 Transferencia electronica

LLas reacciones de transferencia electronica heterogénea en ITIES estan

relacionadas con el paso de una cottiente eléctrica a través de la interfase L/L. El
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proceso se lleva a cabo mediante la oxidacién de un par redox en una fase
produciéndose una transferencia de electrones a través de la interfase, generando
la consiguiente reducciéon de una segunda especie en la otra fase. Esto requiere
que ambas especies estén cerca de la region interfacial, para que la transferencia

electronica entre una fase y la otra sea posible, Figura 2.6.

0f + Ry 2 R{ + 0%

f. acuosa
o) ®)
e
") %)
f. orgdnica
Figura 2.6 Representaciéon esquemdtica de un proceso de transferencia

electronica a través ITIES.

En el capitulo 4.1 se estudiara la aplicacién de este tipo de procesos para la
generacion de nanoparticulas de Pd en la interfase /L. Cuando en una de las
fases se introduce una especie que al ser reducida genera un metal, se puede
provocar su depoésito en la interfase mediante una reacciéon de transferencia
electrénica con una especie que se oxide en la otra fase. Como se demostrara en
el citado capitulo, este tipo de sistemas puede ser estudiado facilmente con uno

de los nuevos dispositivos espectroelectroquimicos desarrollados en este trabajo.
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2.2 Orto-Vainillina

Uno de los compuestos estudiados en la presente tesis doctoral es la orto-
vainillina (2-hidroxi-3-metoxibenzaldehido),Figura 2.7. Las bases de Schiff son
grupos funcionales que contienen al menos un doble enlace nitrégeno-carbono
unido por el nitrégeno a un grupo arilo. Estos compuestos fueron sintetizados
por primera vez por Hugo Schiff en la segunda mitad del siglo XIX70. Desde
entonces, estos compuestos han sido ampliamente estudiados tanto al actuar de
forma aislada como al complejarse con iones de metales de transicion’7? ya que

pueden exhibir propiedades muy interesantes como son:
®m Actividad catalitica’3-7¢,
®m Actividad antibacteriana’7-79,
® Actividad antifingica80-82,
B Actividad antiviral83-85,

® Actividad antitumoral y anticancerigena86-89.

O H
OH
CHs
o
Figura 2.7 Molécula de orto-vainillina (2-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido).

Debido a la importancia de estos complejos de bases de Schiff se ha
decidido estudiar mediante una de las celdas desarrolladas en esta tesis la
molécula orto-vainillina (o-Va), Figura 2.7. Esta es una de las moléculas que mas
ampliamente ha sido utilizada como reactivo de partida para sintetizar un gran
numero de bases de Schiff¥%9-93  que posteriormente se utilizaran para crear

complejos metalicos de base de Schiff?+-%.
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La orto-vainillina, es un isémero posicional de la vainillina (3-hidroxi-4-
metoxibenzaldehido), ambos complejos estan presentes de forma natural en el
extracto de aceites esenciales de varias plantas. A diferencia de la vainillina, que se
ha utilizado desde la antigiedad como saborizante de alimentos, el ¢-Va no tiene
un sabor caracteristico e intenso a vainilla, por lo que es menos comun
encontrarlo como aditivo en alimentos. El ¢-Va fue aislado por primera vez por
Tiemann en la segunda mitad del siglo XIX%7%. Desde entonces ha sido
ampliamente estudiado por ser utilizado como precursor de bases de Schiff, y por
sus propiedades antifingicas?’, antibacterianas®?, antioxidantes!® eliminando la
actividad de radicales libres, antimutagénicas!'?! debido a que induce la inhibicién
tanto de la metastasis como la invasion y migracion de células cancerigenas, e
incluso ha sido utilizado en otros campos como inhibidor de la corrosiéon!0>-104 o
precursor de éstos para distintos metales. Al ser un compuesto de multiples usos,
sobre todo por sus propiedades antibacterianas y su potencial antitumoral ha sido
ampliamente estudiado como ligando para formar complejos organometalicos, en
vez de utilizar una base de Schiff con distintos centros metalicos como el zinc”’,

cobre®”%0, niquel'?> rutenio'%.

2.3 [Cu(o-Va')2(H20),]

En este trabajo se ha utilizado la espectroelectroquimica bidimensional para
estudiar mas a fondo el comportamiento de un complejo organometalico, el
[Cu(o-Va)2(H20)2], que a partir de ahora denominaremos Cu-¢-Va. Esta formado
por un centro metalico de cobre (II) en una estructura octaédrica, siendo los
ligandos de la posiciones ecuatoriales dos ¢-vainillatos, y estando ocupadas las
posiciones axiales por moléculas de agua, quedando una estructura como la que

se muestra en la Figura 2.8.
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OH, MeO
pr— //,,/I“ \\\\\\\0
PECTNG
(0] (0]
OMe OH,

Figura 2.8 Molécula de [Cu(o-Va)2(H20)].

Este complejo ha sido elegido para su estudio por sus potenciales
propiedades terapéuticas. Es bien conocido que numerosos complejos de metales
de transicion de la primera filal07.108 poseen propiedades biolégicas. En el caso del
cobre, se sabe que es un micronutriente esencial ya que posee propiedades tanto
antioxidantes como prooxidantes, ademas se encuentra en varias proteinas y
enzimas as{ como en diversas rutas metabdlicas. Se conocen complejos de cobre
que han demostrado poseer propiedades terapéuticas interesantes pudiendo
actuar como antioxidantes'%110  antiinflamatorios!'.1'2 o agentes antitumorales!!?
debido a que el cobre es capaz de aumentar la actividad y la eficiencia de estas
propiedades terapéuticas!!*. Como hemos explicado anteriormente la molécula de
0-Va también exhibe determinadas propiedades terapéuticas, por lo que la
eleccion de este complejo se debe a la posibilidad de que la combinacién del
cobre y del ligando, pueda potenciar las propiedades antioxidantes vy

antimutagénicas.

2.4 Catecol

El catecol o 1,2-dihidroxibenceno, Figura 2.9, es un compuesto organico
presente en la naturaleza. Fue aislado por primera vez en 1839 por E.H.E
Reinsch!!> mediante destilacion de un extracto concentrado de Mimosa Catechu, un

tipo de acacia originaria de sudeste asiatico.
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OH

OH

Figura 2.9 Molécula de catecol.

La determinacién de catecol es de gran importancia debido a que los
dihidroxibencenos son ampliamente empleados por las industrias farmacéutica
cosmética o alimentariall®-118, Sin embargo estos compuestos son considerados

productos contaminantes debido a su alta toxicidad en el medio ambiente y su

baja degradabilidad!!®:120.

El catecol y sus derivados han demostrado que funcionan como
antioxidantes naturales y como bloqueadores de radicales libres!?1-123, El catecol
ha sido ampliamente utilizado para el estudio de complejos con capacidad
catecol-oxidasa y catecol-o-metiltransferasa y como estructura base de
catecolaminas, compuestas al menos por un grupo catecol y un grupo amina.
Pese a que la ruta sintética natural de las catecolaminas no parte del catecol, sino
que su precursor suele ser la tirosina se han desarrollado rutas sintéticas para
obtener catecolaminas a partir de la oxidaciéon de catecol en presencia de

diferentes aminas!?4.

El estudio del catecol y de las catecolaminas es de gran interés debido a su
importancia biologica puesto que algunas de ellas como la adrenalina la
noradrenalina o la dopamina (Figura 2.10), actian como neurotransmisores y

estan relacionadas con procesos fisiologicos, cognitivos y hormonales.

Aunque en este trabajo solo se va a estudiar el catecol y no las
catecolaminas es interesante conocer algunas peculiaridades de algunas
catecolaminas presentes en nuestro organismo porque comprender los
mecanismos de oxidacion del catecol puede ayudar a comprender en parte los

mecanismos de oxidacion de estas biomoléculas.
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La dopamina ha sido uno de los neurotransmisores mas estudiados debido
a la gran cantidad de procesos fisiolégicos con los que se relaciona, como por
ejemplo, el placer, el suefio, l]a memoria o el movimiento entre otros, y debido a
su implicacién en el desarrollo de enfermedades como la enfermedad de
Huntington o el Parkinson'?®. La falta de dopamina en el ser humano puede
producir falta de coordinaciéon o lentitud en los movimientos, sin embargo un
exceso de ésta ha demostrado la aparicion de tics involuntarios!?. De hecho, se
han relacionado determinados sintomas del Parkinson con la pérdida de neuronas
dopaminérgicas, y se ha observado como farmacos agonistas de dopamina

reducen estos efectos en algunos pacientes!?’.

2) OH
HO
c)
N
HO CH; HO
b) v HN
HO NH, HO
HO

Figura 2.10  Catecolaminas que actGan como neurotransmisores: a)
adrenalina, b) noradrenalina y ¢) dopamina.

La oxidacion electroquimica del catecol se produce mediante una reaccién
quasi-reversible de 2 electrones para generar 1,2-benzoquinona'?® pudiendo
reaccionar una molécula ya generada de 1,2-benzoquinona con una molécula de

catecol produciéndose reacciones de polimerizacion.
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Sin embargo, en muchas ocasiones la determinaciéon de catecol puede ser
complicada debido a la existencia en el medio de interferentes. Uno de ellos es la
hidroquinona, Figura 2.11, un isémero posicional del catecol, la cual presenta
seflales muy similares al catecol tanto electroquimicas!'?® como espectroscopicas!?’
estando superpuestos tanto los picos voltamperométricos como las bandas de
absorcion. Debido a esto se han realizado numerosos estudios con el fin de
determinar la concentraciéon de estos compuestos en mezclas y matrices
complejas’3.  Para la  determinaciéon electroquimica se ha optado
mayoritariamente por la modificacion del electrodo de trabajo!32133 de forma que
se pueda conseguir una mayor separacion de picos, y para las técnicas
espectroscopicas se ha optado por el acoplamiento de técnicas cromatograficas!3*
o el uso del método de la adicciéon estandar del punto H que permite obviar el

efecto de los interferentes!3S.

HO OH

Figura 2.11 Molécula de hidroquinona.
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€ Objetivos del capitulo

3

@

3

Describir los fundamentos de las técnicas analiticas utilizadas en

esta tesis doctoral.

Realizar ~ una  revision  de  las  diferentes  celdas
espectroelectroquimicas de ultravioleta-visible desarrolladas desde

el afio 2000 hasta nuestros dias.

Describir detalladamente los montajes espectroelectroquimicos

experimentales y las celdas desarrolladas.

© Metodologia

3

Descripcion de los fundamentos de las celdas y montajes

experimentales utilizados en los estudios durante la tesis doctoral.

Busqueda y revision critica y selectiva de la bibliografia vinculada al
desarrollo de celdas espectroelectroquimicas de ultravioleta-visible

desde el afio 2000.

Todos los montajes experimentales y celdas desarrollados en esta
tesis doctoral han seguido las etapas de disefio, optimizacién y
validacién para garantizar su correcto funcionamiento. Aunque no
todos los experimentos de estas etapas son mostrados en la
memoria para no alargar su extension, se podrda comprobar su
correcto funcionamiento a la vista de los resultados mostrados en

el capitulo de resultados y discusion.
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€ Resumen del capitulo

& Para comprender hacia donde se dirige este campo es necesatio
conocer los ultimos avances y nuevas celdas que han sido
desarrolladas para la espectroelectroquimica de absorcion UV-Vis.
Para ello se presenta una revision de las celdas desarrolladas desde
el ano 2000 para el estudio espectroelectroquimico en reflexion, en

transmision y las celdas de espectroelectroquimica bidimensional.

& Se presentan los montajes experimentales, los dispositivos y las

celdas desarrolladas para los sistemas de estudio propuestos.

& Se han descrito los distintos equipos electroquimicos y

espectroscopicos utilizados durante el desarrollo de la tesis.

@ Se ha seleccionado también la espectrometria de masas como

técnica de caracterizacion ex-situ.

& El tratamiento de los resultados experimentales ha sido realizado

con el programa matematico Matlab.
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3.1 Técnicas

3.1.1 Espectroelectroquimica Ultravioleta-Visible

La Quimica Analitica puede definirse como la rama de la quimica que tiene
como finalidad el estudio tanto de la composiciéon quimica de un material o
muestra, como de procesos quimicos, utilizando diferentes técnicas y métodos
analiticos. Son multiples las técnicas analiticas desarrolladas que han
evolucionado y se han adaptado a las nuevas necesidades y/o problemas que el
campo del analisis, en general, ha ido planteando. La espectroscopia y la
electroquimica son dos de esas técnicas analiticas, ampliamente usadas tanto para
la determinaciéon de diferentes analitos!3%137 como para la obtenciéon de
informacioén relevante sobre los mecanismos de reacciéon. Asi han ayudado a
elucidar los diferentes procesos que se producen durante la reaccion del
compuesto estudiado'¥-141" asi como a cuantificar analitos de naturalezas muy

diferentes en medios altamente complejos.

A mediados de los afios sesenta del siglo XX Kuwanal!4? propuso acoplar
ambas técnicas, regidas por principios muy diferentes y donde los parametros
medidos son claramente distintos, para desarrollar una nueva técnica analitica
denominada espectroelectroquimica. Para ello, propuso el uso de electrodos
Opticamente transparentes de oxidos metalicos semiconductores con el fin de
llevar a cabo el seguimiento de reacciones de transferencia electrénica midiendo
simultineamente las variaciones de absorbancia que se producen en el medio de
reaccion cuando un haz de radiacién visible atravesaba el electrodo. Esta nueva
técnica que acopla la electroquimica y la espectroscopia, supone una mejora
sustancial de los resultados recogidos de forma individual por cada una de ellas.
La razén principal es que los datos espectroscépicos y electroquimicos son
registrados de forma sincronizada y la informacién suministrada es

complementaria entre si. Esto ayuda a estudiar sistemas o procesos altamente
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complejos que con estas técnicas utilizadas de forma separada, serfan dificiles de
determinar. Desde ese momento, la espectroelectroquimica ha ido cobrando cada
vez mas importancia en el estudio de procesos quimicos complejos!#144) en la
caracterizacion de especies!#>146) o en la cuantificaciéon de diferentes analitos
obteniéndose en un solo experimento informacién muy completa sobre el
sistema estudiado. Este hecho se refleja en la gran cantidad de articulos
publicados en los ultimos afios donde se aplican a todo tipo de sistemas, en las
multiples revisiones que se han realizado de estas técnicas'47-13, asi como en su

aparicion en libros de referencia basica en electroquimica®154155,

Desde que Kuwana propusiera esta técnica, la espectroelectroquimica, ha
sido utilizada basicamente de dos modos. Por un lado estan los estudios
denominados 7z-sit# en los ambas medidas son realizadas simultaneamente (77-57ts)
sobre una misma muestra, proporcionando dos sefiales independientes entre si
pero relacionadas con el mismo proceso. En este caso se puede hablar realmente
de una verdadera técnica dual, es decir, de una auténtica técnica multirrespuesta.
Por otro lado se encuentran los llamados estudios ex siz#. En ellos, se registran
espectros de un determinado sistema sometido a una reaccién de oxidaciéon o
reduccién solo cuando el sistema alcanza un cierto estado de equilibrio, por
ejemplo cuando se produce electrolisis total o parcial de una especie en un medio
determinado. Es decir, se aplica por ejemplo un potencial al sistema y cuando se
alcanza el equilibrio se toma el espectro de la disoluciéon. En estos casos, al no
registrarse de forma directa y sincrona ambas sefiales, es muy dificil tener la
certeza absoluta de que los datos obtenidos corresponden al mismo proceso, ya
que es imposible conocer si el sistema ha evolucionado o no en el tiempo
transcurrido entre el uso de una técnica y la otra. Por lo tanto, en este segundo

caso, no se pueden llamar propiamente de técnicas espectroelectroquimicas.
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Las técnicas espectroelectroquimicas pueden utilizar diferentes métodos

espectroscopicos. Los mas utilizados suelen ser:
® Espectroscopia de absorcion
= Ultravioleta-visible (UV-Vis).
« Infrarrojo cercano®®.
« Infrarrojo (IR)!>7-160,
® Espectroscopia Raman!61-164,
® Resonancia paramagnética electronica (EPR)165.
® Rayos X106,
® Fluorescencial®’-172,

i o a cesida uerida uimiento cada si a
Dependiendo de las necesidades requeridas en el seguimiento de cada sistem
para detectar informacién adicional de los procesos producidos como

consecuencia de la aplicacién de un potencial o intensidad de corriente.

Por otro lado existe una variedad de métodos electroquimicos que se
pueden elegir en funciéon del estudio que se quiera realizar. Las mas utilizadas

son:
® Voltamperometria ciclical’3-175,
® Cronoamperometrial76-178,
B Potenciometrial79-181,

Ademas, la espectroelectroquimica ha sido también combinada con otras

técnicas mas complejas como la Microbalanza de Cristal de Cuarzo!82-185,

Puesto que hasta hace poco no existfa ningin dispositivo comercial para
realizar medidas espectroelectroquimicas, han sido muchos los grupos que han
utilizado este tipo de técnica multirrespuesta desarrollando sus propias celdas y
dispositivos de medida. Las técnicas mas utilizadas y para las que mas desarrollos

instrumentales de medida se han propuesto son la espectroelectroquimica
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Raman, la espectroelectroquimica mediante reflexién total atenuada (ATR), y la
espectroelectroquimica de absorcion en el UV-Visible. Dentro de este dltimo
grupo se pueden encontrar dos propuestas de trabajo claramente diferentes en

cuanto al modo de realizar la experiencia y al tipo de informacion registrada:

B La espectroelectroguimica en configuracion normal, en la que el haz de radiacion
incide en direccion normal a la superficie del electrodo de trabajo

(Figura 3.1.a).

m La espectroelectroguimica en configuracion paralela, en la que el haz de

radiacion atraviesa la disolucion en direccion paralela al electrodo

(Figura 3.1.b).

a) . b)
Reflexion
Transmision
Figura 3.1 Esquema del paso del haz de radiacién cuando se trabaja a)

en configuracién normal, y b) en configuracion paralela.

3.1.1.1 Espectroelectroquimica en configuracion normal

Las técnicas espectroelectroquimicas en configuracién normal pueden
llevarse a cabo tanto en transmision, como en reflexion. Para los estudios en
transmisiéon es necesario la utilizaciéon de electrodos 6pticamente transparentes
(OTE), de forma que la luz pueda atravesar la superficie del electrodo y ser
recogida la luz transmitida por el correspondiente detector. Los materiales mas
utilizados para este tipo de electrodos OTE son el 6xido de indio y estano

(ITO)18-188  Jas peliculas finas de oro'#-1% o las mallas metalicas de oro!!-193 o
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platino!*+1%, En cambio, para los estudios realizados en reflexiéon se utilizan
electrodos capaces de reflejar el haz de radiacion sobre su superficie,

generalmente son electrodos de oro, platino o carbén vitreo.

Los estudios espectroscopicos de absorcion molecular utilizan la conocida

ley de Lambert-Beer:

I
Ay = log (70) =cfc Ecuacién 3.1

siendo Ay la absorbancia en configuracién normal, [y la intensidad inicial, I la
intensidad final, ¢ el coeficiente de absortividad molar, € la longitud del camino
optico, y ¢ la concentraciéon. Cuando se provoca una reaccion electroquimica en
la superficie del electrodo de trabajo y no se alcanza el estado estacionario la
distribucién de las especies en la interfase electrodo/disolucion es heterogénea,
aspecto a tener en cuenta cuando se realizan  experimentos
espectroelectroquimicos ya que no se puede aplicar directamente la ley de
Lambert-Beer. Asi, en configuracién normal, se pueden realizar la aproximacion
de suponer que la disoluciéon esta dividida en n capas suficiente finas, en las
cuales la concentracion de la especie absorbente es homogénea y estable, (Figura
3.2). De este modo, la absorbancia total (Ay) en la interfase electrodo/disolucién
se puede calcular como la suma de las absorbancias individuales (4;) de cada una

de esas capas!?’.
Ay =A1 +A, + A3+ -+ A, = efcy + elcy, + efeg + - + efcy,
n
et
Ay = lOg( ) = Tz Ci Ecuacion 3.2
i=1

Cuando la experiencia espectroelectroquimica, se realiza en configuracién normal
en reflexion, hay que tener en cuenta que el haz de radiacion atraviesa dos veces

cada una de las n capas. Asi, la relacién entre absorbancia y concentracion
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mostrada en la Ecuacion 3.2, se transforma en la Ecuaciéon 3.4 en experiencias en

reflexion.
n n
Iy I et et
Ay = log (—) + log (—) = —Z CGit— ) ¢ Ecuacién 3.3
In IZn n 4 n <
i=1 i=1
n
Iy 2¢ ¥
Ay =log (1—) = G Ecuacién 3.4
n "o

Las sefiales absorciométricas registradas durante un experimento
espectroelectroquimico en configuraciéon normal contienen informacién
relacionada con los procesos faradaicos que se producen, tanto sobre la superficie

del electrodo como en la disolucién adyacente al mismo.

I 0 IQn
Iz' Iﬂ+2
/
NN
In In+7
Figura 3.2 Representacion esquemdtica de la atenuacién progresiva del

haz de radiacion al atravesar las distintas capas en los que se
divide la disolucion en configuracién normal.

3.1.1.2 Espectroelectroquimica en configuracién paralela

LLas técnicas espectroelectroquimicas en configuracion paralela se llevan a

cabo en transmisién y suelen ser aplicadas usando las denominadas celdas de
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largo camino o6ptico. En este caso, el haz de radiacién se hace incidir
paralelamente a la superficie del electrodo atravesando la disolucién adyacente al
electrodo. La sensibilidad de estas medidas es claramente mayor que las realizadas
en configuracién normal, ya que el camino 6ptico puede llegar a ser tan largo

como la longitud del electrodo de trabajo, muy superior al de la capa de difusion.

En esta configuraciéon hay que tener en cuenta la heterogeneidad en cuanto
a la distribucion de las especies absorbentes en la interfase electrodo/disolucion
(Figura 3.3). Al igual que en configuraciéon normal, se debe suponer la disolucién
adyacente a la superficie electrodica dividida en n capas, donde esta
heterogeneidad no existe. Ademas el haz de radiacion incidente se debe suponer
dividido en n rayos, cada uno de ellos atravesando una de las n capas de
disolucion. Con esta aproximacion, la ley de Lambert-Beer!®® puede aplicarse en
cada una de las capas en la que se ha dividido la disolucién y se ha supuesto que
la concentracién de la especie absorbente es constante. Por lo tanto, la relacion
entre la absorbancia en configuraciéon paralela (Ap) y la concentracién se puede

expresar con la siguiente ecuacion!®:

w
w —eC(y) Ecuacion 3.5
Jy 107%¢@dx

Ap =log

donde w es el espesor de la capa de difusién por la que pasa el haz de radiacion
incidente, C(y) la concentracion en cada una de las capas en las que se ha dividido
la disolucién muestreada, teniendo los demas simbolos su significado habitual.
Considerando que el nimero de fracciones en las que se divide el sistema es

limitado, la ecuacion integral puede obtenerse en forma discreta:

n
I, et
A =log (7> = logn — logz 10-¢t Ecuacién 3.6

i=1
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Figura 3.3 Representacion  esquematica del paso del haz de radiacién en
configuracién paralelo a través de la disolucion adyacente al electrodo.

Si bien es cierto que la configuraciéon paralela no permite ver los procesos que
acontecen en la superficie del electrodo, la sefal espectroscopica obtenida para
las especies presentes en la disolucion adyacente a la superficie de electrodo es
mas sensible debido a la mayor longitud de camino Optico que ofrece esta
configuracion. Otra diferencia entre ambas configuraciones es que en paralelo se
puede tener una idea de la distribucion de la especie absorbente en la capa de

difusién, aspecto no abordable cuando se trabaja en normal.

3.1.1.3 Espectroelectroquimica bidimensional

La espectroelectroquimica bidimensional es wuna nueva técnica
espectroelectroquimica propuesta en 200129, Se basa en medir de forma
simultanea la sefial electroquimica, y dos sefiales espectroscépicas en cada una de
las dos configuraciones descritas previamente, normal y paralelo. Asi, un haz de
radiacion atraviesa la disolucion adyacente al electrodo en una direccion paralela a
éste, y otro haz de radiacién incide perpendicularmente a la superficie del

electrodo.

Esta técnica permite obtener una informacién mas completa y exacta sobre
el sistema estudiado, como se ha explicado anteriormente la informacion extraida

de la sefial 6ptica depende de la configuracion en la que el haz de luz atraviesa la
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disoluciéon. Con la espectroelectroquimica bidimensional es posible obtener, en
un solo experimento y de forma separada, tanto informacién relacionada con los
procesos que ocurren en la disolucién adyacente al electrodo como informacion
basicamente relacionada con los procesos que tienen lugar en la superficie de
electrodo. Por lo tanto, y sin lugar a dudas la mayor ventaja de esta técnica es la
de poder diferenciar procesos. Asi, cuando los procesos son puramente difusivos
los espectros registrados en ambas configuraciones proporcionan la misma
informacioén, siendo la sefial obtenida en configuracion paralela significativamente
mas intensa debido al mayor camino 6ptico. En cambio, cuando junto con el
proceso difusivo tiene lugar otro en el que se produce, por ejemplo, la adsorcion
del producto de reacciéon sobre la superficie del electrodo, ambas sefales seran
claramente diferentes de tal forma que si unicamente se registrara una de las dos

el mecanismo de reaccién no podria explicarse en su conjunto.

Con esta nueva técnica se pueden realizar unicamente medidas de
transmision (Figura 3.4.a) utilizando un OTE como electrodo de trabajo, o
realizar medidas de reflexién en configuracién normal y de transmisiéon en
configuraciéon paralela, (Figura 3.4.b) eligiendo electrodos con una superficie

reflectante.

3.1.1 Espectrometria de Masas de Alta Resolucion (MS-HR)

Aunque la espectrometria de masas no haya sido la principal técnica
empleada en esta tesis, ésta es una técnica de analisis instrumental de alta
sensibilidad con una gran utilidad a la hora de determinar la masa molecular de
un compuesto mediante la medicién de la relacién masa-carga (m/z), asi como de
los diversos fragmentos que resultan de la rotura controlada del mismo, dando
informacion sobre la estructura de la molécula. Ademas, esta técnica también
permite identificar tanto cualitativa como cuantitativamente, y de forma

inequivoca, cualquier tipo de mezclas de sustancias.
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Figura 3.4 Representacién esquematica del dispositivo experimental

para realizar experimentos con espectroelectroquimica
bidimensional realizando en configuracion normal a)
medidas de transmisién, y b) medidas de reflexién.

Hay que tener en cuenta que esta técnica, pese a ser llamada espectrometria
de masas, no tiene relacién con las técnicas espectroscopicas clasicas puesto que
no se utiliza ni se mide ningun tipo de radiacién electromagnética durante el
analisis. Otra clara diferencia es que las técnicas espectrofotométricas, similares a
las utilizadas en este trabajo, son técnicas no destructivas mientras que, la
espectrometria de masas es destructiva. Una ventaja de las técnicas de masas es

que la cantidad de muestra necesaria para la obtencion de un espectro de masas
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es muy pequefla, del orden de microgramos, mucho menor que los volumenes

habitualmente utilizados en las técnicas espectroscopicas clasicas.

La espectrometria de masas se basa en la ionizacién de las moléculas de la
muestra, arrancando generalmente un electrén de la molécula y formando un
cation-radical. Este cation-radical es el denominado ion molecular y tendera a
romperse en distintos fragmentos en funciéon de su estabilidad, es decir, cuanto
menos estable sea el ion molecular mayor sera su tendencia a fragmentar hasta
alcanzar los iones mads estables y habra mas variedad de fragmentos. Una vez
obtenidos los diferentes iones, fragmentos de la molécula inicial, estos son
separados de acuerdo con su relacion masa-carga para ser posteriormente
detectados, proporcionando un espectro de masas en el que se representa la
abundancia de los diferentes fragmentos generados, denominandose al ion mas

abundante pico base.
Los espectrometros de masas suele constar de cuatro componentes:

W Sistena de introduccion de muestras: Componente encargado que convertir

la muestra en estado gaseoso e introducirla a la fuente de ionizacion.

B Fuente de ionizacion: Una vez introducida la muestra, ésta es ionizada y,
fragmentada, ya sea por medio de bombardeo electrénico sobre la
molécula, ionizacién quimica en la que el agente ionizante es un ion que

va a transferir su carga a la molécula de muestra, u otros métodos.

B Analizador de masa: Este componente es el encargado de separar la
mezcla de iones, con distintas relaciones masa-carga, producidos en la
fuente de ionizacion. El analizador de masa suele ser un analizador
magnético, Figura 3.5, el cual utiliza un iman para hacer que el haz de
iones se mueva en una trayectoria circular, basandose la capacidad de
discriminacién de la relacion masa-carga en la variacion de la trayectoria

de un ion en funcién del campo magnético de su entorno, de manera
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que los iones mas pesados atraviesan el sector magnético a velocidades

menores

B Detector: Por tltimo los iones llegan al detector, el cual registra la carga

inducida o la corriente producida cuando los iones llegan a él.

Campo
_| | _ magnético
— S rrLH] -
\\\
Fuente dé\\
ionizacion | .
. H LU
~ : 1 [y
M 1 ]
i T
\{ ________ 1 1
[N 1 1
\\ 1 1
~ 1 1
S 1 I
~ 1 1
\\ 1 1
~ 1 1
~ 1 1
\\ : i
Rendija hacia : i
\\ I
el detector —i—*
Figura 3.5 Esquema simplificado de un espectrémetro de masas de

sector magnético.

3.2 Celdas espectroelectroquimicas de UV-Visible: El estado del arte en

el siglo XXI

Aunque en la bibliografia se puede encontrar un extenso numero de
articulos publicados que hacen referencia a la espectroelectroquimica, en
cualquiera de sus variantes espectroscopicas o electroquimicas, el porcentaje de
ellos dedicado al desarrollo de dispositivos y celdas de medida es muy pequefio.
En comparacién al nimero de articulos globales en este campo, el porcentaje de
articulos relacionados con el desarrollo de celdas es muy pequefio, menor del
10%, pero si ademas queremos centrarnos en los articulos cientificos referentes al
disefio y/o desarrollo de celdas espectroelectroquimicas de Ultravioleta-Visible el

dato cae hasta en torno el 1 %.

Desde el ano 2000 se han desarrollado diferentes celdas

espectroelectroquimicas para el estudio de procesos que ocurren durante la
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reaccion electroquimica, de compuestos intermedios de corta duracion?01-203 y de
la quimica redox de moléculas organicas?04205, inorganicas?’6-208 o biol6gicas?"?210,
Como se ha comentado anteriormente, son muchas las técnicas espectroscopicas
que se pueden emplear en espectroelectroquimica, y para cada una de ellas ha
habido una evolucién y un desarrollo de diferentes tipo de celdas y dispositivos.
Durante estos ultimos afios, se ha continuado el camino que se comenzé el siglo
XX en cuanto al disefio de nuevos dispositivos para satisfacer las necesidades
impuestas por cada sistema con el fin de permititr su estudio mediante
espectroelectroquimica. Asi, dependiendo de las caracteristicas del sistema o de la
informacién que se deseaba obtener se han desarrollado dispositivos
espectroelectroquimicos basados en técnicas espectroscopicas muy diferentes,

tales como:
m ATR2!1-232,
® Espectroscopia Raman?33-263,
® Resonancia magnética nuclear (NMR) 204-208,
m Rayos X?209-282,
B EPR283-288
® Fluorescencia?89-297.
®m Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTTR)298-300,
® Espectroscopia IR3V1302,
® Espectroscopia UV-Visible.

Quizas la espectroelectroquimica UV-Visible puede ser considerada la mas
simple a la hora de realizar experimentos, si la comparamos con Raman, NMR,
EPR o rayos X. Por esta razén, se la puede considerar una de las técnicas mas
versatiles en este campo, a la hora de obtener informacién sobre los procesos que
ocurren en la interfase electrodo-disolucién. Sin embargo, no siempre es posible

determinar u obtener una informaciéon completa del analito de interés con los
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dispositivos existentes, por eso es necesario disefiar y desarrollar nuevos montajes
experimentales y construir celdas para este proposito. En los dltimos 15 afios
varios grupos han desarrollado nuevas celdas en funcién de las necesidades

exigidas por su investigacion.

Para un mejor seguimiento de la evolucion de las celdas desarrolladas, esta
revisioén se ha estructurado segin la técnica espectroscopica utilizada, y dentro de
cada una, una presentacion cronoldgica. Particularmente, nos hemos centrado en

dispositivos de medidas espectroelectroquimicas de absorcion en el UV-Vis.

3.2.1 Espectroelectroquimica de absorcion UV-Vis

3.2.1.1 Celdas de reflexién

Las celdas de reflexion pueden dividirse en dos clases segin el modo en que
se produzca la reflexiéon en la superficie estudiada. Asi se habla de celdas, de
reflexion interna y de reflexiéon externa. En el primer caso se suele hablar de
celdas de reflexion total atenuada, en las que se estudia la interacciéon de la
radiaciéon en la interfase electrodo/disolucién cuando pasa de una fase
Opticamente mas densa a una menos densa en un angulo mayor al angulo critico
(Figura 3.6.a). En el segundo caso, son celdas de reflexion externa o especular, en
las que la radiacion es reflejada por la superficie electrodica altamente reflectante
(similar a un espejo) pasando de un medio 6pticamente menos denso a otro mas

denso (Figura 3.6.b).
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disolucion

-
& ~ ventana

Figura 3.6 Representacién esquematica del fenémeno de a) reflexién
interna, y b) reflexién externa.
Todas las celdas y dispositivos de reflexion desarrolladas en este trabajo
corresponden al tipo de reflexién externa o especular, por lo que la revision de

celdas se ha centrado en ese grupo.

La primera referencia desde el afio 2000 de una celda para
espectroelectroquimica de reflexion externa en el UV-Vis fue desarrollada por
Kelber3%3. Para ello se utilizé una configuracion de reflexiéon con incidencia casi
normal, similar a la propuesta por Park3%4 utilizando una sonda de reflexion
enfocada sobre la superficie del electrodo de trabajo que contenfa una fibra de
emisioén y ocho fibras colectoras (Figura 3.7). Como electrodo de referencia (RE)
se utilizé un electrodo saturado de calomelanos (SCE) y como contraelectrodo
(CE) una lamina de platino unida a un hilo de platino, fijados ambos en la parte
superior de una cubeta de vidrio. El electrodo de trabajo (WE) estaba embutido
en una pieza de vidrio esmerilado encajada en la parte inferior de la cubeta de
vidrio, evitando de esta manera su movimiento durante las medidas y
controlando en todo momento su posicién en la celda. Esta se utilizé para
comprender mejor la cinética de oxidacioén del niquel, estudiando asi los procesos
de corrosion de este metal a pH 5.4. De este modo se pudo obtener informacién
que permitia disefiar sistemas capaces de inhibir o minimizar los procesos de

corrosion de niquel.
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Figura 3.7 Configuracién experimental usada en un dispositivo de

espectroelectroquimica de reflexién especular’. 1) Fuente
de luz Deuterio/halégena, 2) sonda de reflexion, 3) CE de
Pt, 4) WE de Ni, 5) junta de vidrio esmerilado, 6) tubo de
cuarzo, 7) RE SCE, 8) fibra éptica colectora de luz, 9)
ordenador, 10) detector, 11) espectrofotometro, 12)
corriente de Argén.

Posteriormente Kubiak3% desarrollé6 una celda espectroelectroquimica de
reflexion especular de segunda generacion de capa fina, Figura 3.8.a, en la que se
podia controlar la temperatura para poder estudiar la electrogeneracion de
especies que son térmicamente inestables a temperatura ambiente. La
temperatura podia ser controlada en un rango desde -55°C a 80°C mediante un
flujo recirculado termostatizado por el cual circulaba aceite de silicona. La
geometria y disposiciéon de los electrodos se muestra en la Figura 3.8.c. El
electrodo de trabajo es una lamina de Pt de 4.5 mm de diametro soldado a una
barra de laton. El electrodo de referencia era un hilo circular de Ag de 0.5 mm de
grosor situado a 0.5 mm alrededor del perimetro del WE, el contraelectrodo un
hilo de Pt de 0.5 mm de grosor situado de forma concéntrica alrededor del
electrodo de referencia. Los puertos de inyeccion Luer se ajustaron por presion

en el cuerpo de aluminio. A través de ellos se podia llenar la celda sin exponer las

disoluciones al aire. Se realizaron separadores de teflon de diferentes grosores y
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longitudes para poder montar la celda con diferentes caminos 6pticos desde 50
um a mas de 3 mm. La celda se validé con una disoluciéon de ferrocianuro
potasico en medio acuoso y con ferroceno en acetonitrilo. Una vez validada se
procedi6 al estudio del anién radical del complejo organometalico, Fe(CO)s(n*-
2,5-norbornadieno) en tetrahidrofurano. Se observé que el compuesto exhibia un
comportamiento inestable hasta los -10°C, consiguiéndose registrar su espectro a

-15°C con esta nueva celda espectroelectroquimica.

(@)

Figura 3.8 (a) Esquema de las partes de la celda espectroelectroquimica®s.
1) tapa metdlica con rosca, 2) anillo de teflén, 3) lamina de Pt
como clectrodo de trabajo, 4) hilo de Pt como electrodo
auxiliar, 5) hilo de Ag como pseudo-referencia 6) y 7)puertos de
inyeccion, 8) cuerpo de la celda, la parte superior construida en
aluminio y la inferior en teflén 9) espaciadores de teflén para
delimitar el camino 6ptico, 10) ventana de CaF> (38.5 X 19.5 X
4 mm), 11) junta de goma, 12) hueco del cuerpo de la celda, 13)
accesorios de los espejos de reflexién, 14) y 15) espejos. (b)
Corte vertical de la celda. (c) Disposicién de los electrodos.

En 2001 De Backer?” disené un dispositivo de medida util para realizar
medidas espectroelectroquimicas con distintas técnicas espectroscopicas, como
FTIR, UV-Visible, IR, Raman o fluorescencia’’, variando ligeramente el disefio

de la celda (Figura 3.9). La celda fue construida en teflén y se utilizaba juntas
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toricas para asegurar el hermetismo de la misma. El electrodo de trabajo se
acoplé a una varilla de teflén. Esta se unié a un tornillo micrométrico que
permitia el ajuste fino de la distancia entre el electrodo de trabajo y la ventana
optica, permitiendo por un lado, poder regular la longitud del camino 6ptico, vy,
port el otro, poder trabajar en condiciones tanto de capa fina como en régimen de
difusiéon semi-infinita. Este dispositivo ha sido utilizado para el estudio de
diferentes compuestos y procesos en sucesivos trabajos. En este primer
articulo?” se puso a prueba la celda mediante el estudio de la reducciéon de una
quinona, tetracianoquinodimetano (TCNQ), sistema bastante conocido vy
estudiado con anterioridad. Los estudios fueron realizados con un electrodo de
trabajo de oro para las experiencias de infrarrojo, y con electrodo de platino para
las experiencias UV-Visible obteniéndose informacién estructural y sobre del

mecanismo de reaccion.

-
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Figura 3.9 Hsquema de la celda espectroelectroquimica®® para

realizar medidas en IR, UV-Visible, Raman o
fluorescencia. (a) Disposicion para medias de absorciéon IR
y UV-Visible. A) Micrémetro, B) contraelectrodo, C)
electrodo de referencia, D) electrodo de trabajo, E)
ventana Optica y (b) Disposicion para medidas de
fluorescencia.
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Esta celda en su version para realizar medidas espectroelectroquimicas de
fluorescencia (Figura 3.9.b) se utiliz6 para el estudio de la reduccion de derivados
solubles de perileno® obteniéndose importante informacién estructural sobre
ese sistema. Este dispositivo se utilizé para estudiar la oxidacién y regeneracion
de polisulfuros bajo condiciones anddicas con espectroelectroquimica de UV-
Visible.37 En este trabajo se utilizé6 como electrodo de trabajo uno de GaAs,
realizandose el estudio en capa fina para asegurar la electrolisis total de una
disolucién de sulfuro de amonio y ver la interaccién de los sulfuros generados
con el electrodo. Se pudo observar como en la interfase electrodo-disolucion los
polisulfuros son oxidados bajo polarizacién anddica, y, posteriormente
regenerados en la interfase bajo la presencia de iones hidrosulfuro. También se
comprobé que el electrodo de GaAs no se pasivaba por una capa de azufre,

como ocurria utilizando electrodos de oro o platino.

En el 2002 Best®¥® desarroll6 una celda espectroelectroquimica para el
estudio de la interaccidon de especies activas con sustratos gaseosos a presiones
superiores a 1 MPa permitiendo el estudio de sistemas con elevada presion de

vapor (Figura 3.10).

La celda posee una configuraciéon compacta lo que permite trabajar con pequefios
volumenes de disolucion, de apenas unos 50 ul. Esta celda fue disefiada para
facilitar el estudio de muestras sensibles al aire, especialmente en aquellas en las
que el volumen de muestra es un factor limitante, como suele ser el caso de
muestras biolégicas. El disefio de la celda fue optimizado de forma que se
pudiera trabajar en diferentes rangos de temperatura y presion, asi como en
atmosfera inerte. Se eligié la disposicion de reflexion externa para poder trabajar
con mayor comodidad a altas presiones de la fase gaseosa, y para reducir los
tiempos necesarios para la electrosintesis. El cuerpo de la celda ha sido
construido en acero inoxidable para poder soportar altas presiones, mientras que
los electrodos fueron embutidos en una pieza de policlorotrifluoroetileno (KelF),

para fijar sus posiciones.
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Figura 3.10. (a) Esquema de la celda espectroelectroquimica de alta
presion®. (A), cuerpo del dispositivo de acero inoxidable (B)
sistema de 3 electrodos en KelF y (C) micrémetro para
controlar la longitud del camino éptico. (b) Vista ampliada de la
disposicién de los electrodos.
El electrodo de trabajo fue un disco pulido de 3 mm de didmetro de platino, oro
o carbono vitreo, dependiendo el material de las necesidades del sistema. Se
utilizé un hilo de plata de 2 mm de diametro como pseudo-referencia, y un anillo
de Pt como contraelectrodo. Adicionalmente, se afadi6 otro electrodo de trabajo
de un didmetro menor (I mm) para poder estudiar las propiedades
electroquimicas de la disolucién independientemente de las medidas realizadas
con el experimento espectroelectroquimico. Entre el cuerpo de la celda y el
bloque de los electrodos se afadieron cuerpos de teflon para disminuir el
volumen de la muestra en el interior de la celda. En la parte inferior se coloco una
ventana de Cal2 de 7 mm de grosor por la que pasara el haz de radiacién. Para
sellar la celda se utiliz6 una junta térica de 35 mm de diametro que mantenia
unida la ventana y los bloques de teflén. Se utilizaron vélvulas Swagelok para
suministrar el gas, controlar su presion y prevenir el exceso de presion en la celda

durante los experimentos. El camino optico se puede variar gracias a un

micrémetro que puede ajustar la distancia entre el bloque de los electrodos y la
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ventana. La celda se utiliz6 para el estudio de la coordinaciéon reversible de CO
con complejos de niquel-ditioleno. Se pudo observar la formacién de aductos del
complejo con grupos carbonilo, que pueden ser reoxidados para obtener

nuevamente el complejo de partida.

En 2004 Scherson public6 un articulo en el que utilizaba una celda
espectroelectroquimica en capa fina provista de un electrodo rotatorio3® con el
cual realizé un estudio sobre la capa limite de difusion del ferrocianuro. En este
estudio se demostré que si se consigue, que la capa limite de difusion esté bien
definida utilizando un electrodo rotatorio, se podria simular el comportamiento
de las celdas espectroelectroquimicas Opticamente transparentes de capa fina
(OTTLC) con la ventaja de poder reducir la caida 6hmica que poseen este tipo de

celdas. El montaje del dispositivo se realiz6 como se muestra en la Figura 3.11.
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Figura 3.11  Esquema de la celda espectroelectroquimica de electrodo
rotatorio para el estudio de la capa limite de difusién3®.

Para ello se utiliz6 un montaje de tres electrodos convencional, donde el

electrodo de trabajo fue un electrodo rotatorio comercial de oro, el de referencia,
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uno de calomelanos saturado y el auxiliar una lamina de oro. Estos electrodos se

montaron sobre una ventana de cuarzo sobre la que se incidia el haz de radiacion.

Posteriormente, en 2006, Bernard presenté una celda para hacer un estudio
espectroelectroquimico de proteinas utilizando espectroscopia de reflexion
ultravioleta, visible e infrarrojo3!0. Como la celda fue desarrollada para el estudio
de proteinas, en el disefio se intenté que la longitud de camino 6ptico fuera de
unos pocos micrometros, para utilizar solo unos pocos mililitros de muestra, y
reducir, asi, el proceso de preparacion de la misma. El disefio de la celda
espectroelectroquimica se muestra en la Figura 3.12. El cuerpo de la celda se
realizé en poliéterétercetona (PEEK) debido a su alta resistencia quimica. El
contraelectrodo de oro (C) se construyé en dos mitades rodeando al electrodo de
trabajo. El electrodo de referencia de Ag/AgCl/3M KCl (R) se insertd en un lado
de la celda, cerca del electrodo de trabajo. El contacto eléctrico se garantizé
gracias a una disolucion tampon afiadida sobre el contraelectrodo. La muestra y la
disolucién tampodn estaban separadas por un anillo poroso de tefléon de 0.5 mm
de espesor previamente empapado en la disoluciéon tampoén. Este anillo poroso
garantizaba la separacion de las reacciones que ocurren en el electrodo de trabajo
de las que ocurren en el contraelectrodo, evitando de este modo la contaminacion
por adsorciéon y desnaturalizacion de las proteinas sobre el contraelectrodo. Con
esta celda, se conseguia que se formara una pelicula de disolucién de la muestra
problema entre el electrodo de trabajo de oro (W), situado en la parte central de
la celda, y la ventana, que puede ser de Cal, cuarzo, ZnSe o Ge dependiendo de
la region espectral que se quiera estudiar. El espesor de esta pelicula, es decir, la
longitud del camino 6ptico, era de unos 10 um. Finalmente, la ventana de la celda
se montaba, y se fijaba progresivamente todo el sistema hasta que la gota cubria
completamente el diametro de 10 mm del electrodo de trabajo y, éste entraba en
el anillo de teflén poroso. La difusiéon de la muestra a través del anillo poroso de
teflon era lo suficientemente lenta como para evitar que entrara en contacto con

la disolucion tampédn que esta sobre el electrodo auxiliar.
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Figura 3.12  Celda espectroelectroquimica para el estudio de proteinas1©.

El haz de luz incidente era dirigido mediante fibras opticas hacia un espejo que
hacfa que el haz incidiera con un angulo de 45° de inclinacién sobre la muestra.
La luz reflejada por el electrodo de trabajo se hacfa llegar de manera similar al
detector. Después de afadir la muestra y de realizar el ajuste de la trayectoria de
las fibras opticas, se inyectaba la disolucion tampén y el electrolito soporte para
formar un puente conductor entre el electrodo de trabajo, el contraelectrodo, y el
electrodo de referencia. Por ultimo, se insertaba el electrodo de referencia y se

conectaba el sistema al potenciostato.

En 2006 el grupo de investigacion de Lopez-Palacios desarrollé una celda
espectroelectroquimica de flujo para el estudio de peliculas poliméricas
electrogeneradas sobre el electrodo de trabajo’!!. La celda (Figura 3.13) constaba
de un cuerpo cilindrico de teflén de 22 mm de diametro y 15 mm de altura. La
sonda de reflexién, compuesta por 6 fibras de illuminacién colocadas alrededor de
una fibra de recoleccion, se insertaba en un agujero perforado en una de las caras
del cuerpo cilindrico de la celda. En la otra cara de la celda se perforé otro
agujero y se insert6 el electrodo de trabajo de oro. Con esta geometria la luz
incidia perpendicularmente a la superficie del electrodo de trabajo, y la luz
reflejada también se recogfa perpendicularmente a dicha superficie,
muestreandose aproximadamente un area de 1 mm? La entrada y salida de

disolucion se realizaba a través de unos tubos colocados en la pared de la celda
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perpendicularmente a la sonda de reflexion y al electrodo. El volumen eficaz de la
celda se puede modificar para cada experimento mediante la variacién de la
distancia entre la sonda de reflexion y el electrodo de trabajo. El contraelectrodo,
un hilo de platino, y el electrodo de referencia, un microreferencia de Ag/AgCl,
fueron colocados en los canales de salida y entrada de flujo, respectivamente. El

sistema de flujo fue controlado por una bomba peristaltica.

Sonda de

reflexion

Electrodo Contraelectrodo

de —_—

referencia

Entrada

Electrodo
de trabajo

Figura 3.13  Representacién esquematica de la celda de flujo’!™.

Esta celda se utilizé para estudiar la electropolimerizacién a potencial controlado
de polianilina y su sobreoxidacién una vez formada una pelicula sobre electrodo
de trabajo. Se estudi6, ademas, la influencia de la velocidad de flujo durante el
proceso de electropolimerizacion. El control de este parametro permitié reducir
tanto la degradaciéon del polimero como la generacién de los productos de

reacciones secundarias.

En el afio 2011 Heineman?3!? desarroll6 una celda para realizar experimentos
en difusiéon semi-infinita en microgota (30ul). Para ello fabricé una celda
compuesta por dos laminas de aluminio en las que se realizaron orificios en el
centro de ambas laminas para alojar la sonda de reflexién y los electrodos. La
sonda de reflexioén se coloco en la lamina, mientras que los electrodos se situaron

en la superior. Las dos laminas metalicas estaban separadas por una junta toérica y
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una ventana de cuarzo que permitia el paso del haz de luz. Las dos laminas se
sujetaron con tornillos para mantener la estabilidad de la celda, asi como para
proporcionar un soporte estable para los electrodos de referencia y auxiliar, que
ademas fueron fijados con resina epoxi. El electrodo de trabajo se situaba,
aproximadamente, a 1 mm de la ventana de cuarzo. Posteriormente se colocaba
una microgota de disoluciéon entre el electrodo y la ventana de cuarzo,
asegurandose que entraba en contacto con el contraelectrodo y el electrodo de
referencia, manteniéndose estable gracias a la tensién superficial entre el

electrodo y la ventana de cuarzo (Figura 3.14).

W
gota 30ulL

Ref Aux
N

TP
Qs | -

BP]

Quartz slide -

Figura 3.14  a) Representacion esquematica de la celda, b) Fotografia de la
celda real’12.
Esta celda se validé con una disoluciéon de ferricianuro potasico con la que
ademas se verifico la distancia real entre el electrodo de trabajo y la ventana de
cuarzo, siendo ésta la mitad de la longitud del camino 6ptico. Se comprobé el
buen funcionamiento de la celda, proponiéndose como una buena alternativa

para estudiar micromuestras debido a la poca cantidad de disolucién que requiere.

Flowers en 2013 desarroll6 otra celda espectroelectroquimica en capa fina
para analizar volimenes de muestra de submicrolitros!3 (Figura 3.15). La celda
utilizaba una sonda de reflexiéon para realizar las medidas espectroscépicas,
colocada perpendicularmente a la superficie del electrodo de trabajo. Ia celda

constaba de varias capas. La sonda de reflexion se colocaba en la parte inferior de
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la celda en contacto con una ventana de cuarzo. Sobre esta pieza se colocaba una
capa de celulosa con un orificio central para dejar paso al haz de luz. A
continuacién se ponfa una membrana de nafidn, previamente empapada en
KNOs, que servia de puente salino entre los electrodos. Por dltimo se afiadia una
capa de cera de parafina para fijar todo el sistema, y mantener el nafiéon hidratado.
La capa de parafina se disefié con un orificio para cada uno de los tres electrodos.

La disolucién problema se afiadia a través del orificio para el electrodo de trabajo.
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Figura 3.15  Celda espectroelectroquimica de capa fina. a) Capa de
parafina, b) capa de nafién, c) pieza de celulosa, y d) ventana
de cuarzo’’3,

La celda se evalu6é con el par ferrocianuro/ferricianuro obteniendo resultados

decentes, teniendo en cuenta el corto camino 6ptico de la celda.

3.2.1.2 Celdas de transmisién

Las celdas de transmision se basan en hacer pasar el haz de luz a través de la
disolucién ya sea en configuracion normal al electrodo, utilizando un electrodo
Opticamente transparente y recogiendo la luz trasmitida a través de él (Figura
3.1.2), o en configuracién paralela, donde la radiacion atraviesa la disoluciéon en

una direccion paralela a la superficie del electrodo de trabajo (Figura 3.1.b).
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3.2.1.2.1 Configuracién normal

En esta configuracion se utilizan electrodos Opticamente transparentes
(OTEs), como, por ejemplo, rejillas metalicas o peliculas finas de materiales
conductores como el 6xido de indio estafio (ITO) o el oro. El haz de radiacioén
electromagnética puede pasar a través de estos electrodos, recogiendo
informacién sobre los procesos que tienen lugar tanto en el electrodo como en la
disoluciéon adyacente al mismo. La ley de Lambert-Beer se puede utilizar
suponiendo que la zona que atraviesa el haz de luz esta constituida por un cierto
numero de capas infinitesimales (n), cada una de ellas considerada como una
disolucion homogénea (Figura 3.2). Las sefiales absorciométricas en
configuracién normal contienen unicamente informacién relacionada con los
procesos faradaicos, siendo su forma similar a la de la carga eléctrica puesta en
juego. La principal diferencia entre ambas sefales se debe a los procesos no
faradaicos, que se suman a la senal electroquimica y no son visibles en la

espectroscopica.

En 2003 Haymond3'# fabric6 una celda espectroelectroquimica de capa fina
para validar unos electrodos nuevos de diamante dopado con boro sin soporte
solido (Figura 3.16). Para ello disefiaron una celda especificamente para las
medidas realizadas con este electrodo. El dispositivo se desarrollé con la idea de
ser utilizado en el interior de una cubeta de cuarzo comercial de 1 cm? de base. El
montaje de la celda se realiz6 colocando un separador de mica de unos 100 um
de espesor para separar el electrodo de la pared de la celda de cuarzo, que tenia la
funcién de ventana, consiguiéndose asi una celda de capa fina. A continuacién se
introducia una pieza de Kel-F (policlorotrifluoroetileno), en la que se colocaba
una junta torica en la cara en contacto con el electrodo, mientras que en la capa
opuesta se insertaban unos pequefios muelles. De este modo se conseguia que la
pieza empujara al electrodo para que el electrodo de trabajo se mantuviera en
contacto con el separador y no se produjeran variaciones en el grosor de la capa

fina. Ademas, se realizaron pequefios orificios en la pieza de Kel-F para colocar el
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contacto eléctrico del electrodo de trabajo y los electrodos de referencia y
auxiliar, los cuales estin comunicados con la capa fina mediante un pequefio

canal ubicado en la parte superior del cuerpo de la celda.
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Figura 3.16  Representacion esquematica de la celda de capa fina de
Haimond?* a) electrodo de trabajo O6pticamente
transparente de diamante dopado con boro, b) espaciador
de mica, c¢) pieza de Kel-F, d) contacto eléctrico del
electrodo de trabajo, €) electrodo de referencia, f) electrodo
auxiliar, g) cubeta de cuarzo comercial, h) muelles, i) junta
torica.

La celda se valido con el par ferroceno/fertricinio, un sistema ampliamente
conocido dando resultados concordantes a la literatura demostrando la utilidad

tanto de la celda de capa fina como del electrodo de diamante dopado con boro.

El mismo afio, Schwarz?> desarrollé una celda para el estudio de 4-
aminofenol tanto en fase acuosa como en fases organicas, como ejemplo para el
posterior estudio de contaminantes ambientales oxidables (Figura 3.17). La celda
fue disefiada acorde a las necesidades requeridas por estos sistemas. Para ello se
construyé una celda hermética utilizando una junta torica, aunque podian existir
pequefios canales de entrada de aire en el interior a través de la junta debido al
material del que estaba fabricado, NBR (goma de nitrilo-butadieno). La
disolucion se situd dentro de una celda circular formando una capa fina entre dos

ventanas de cuarzo situadas en sendos marco de resina epoxi, con los cuales se
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puede regular el espesor de la capa fina formada en el interior de la celda. El
electrodo de trabajo, una lamina de oro con perforaciones para formar una malla,
se encuentra en el interior de la celda. En la parte inferior se ubica el electrodo de
referencia, y a ambos lados del electrodo de trabajo se sitian dos laminas de
platino de forma simétrica a modo de contraelectrodo. Para facilitar el llenado de
la celda, la entrada de disolucién se encuentra en la parte inferior de la misma, y la
salida en la parte superior, permitiendo el uso de esta celda tanto para mediadas

en régimen estacionario como en flujo.

a) ,..l_—‘—L. b)

@ 25 mm

N

Figura 3.17  a) Montaje de la celda espectroelectroquimica de capa fina
en configuraciéon normal en  transmision’!>,  b)
Representacion esquematica de la celda. PCL: Placa de
circuito impreso, SE: soporte del electrodo, SD: salida de la
disolucién, JT: junta térica, ERE: marco de resina epoxi,
WE: electrodo de trabajo, PWE: perforaciéon de la malla del
electrodo de trabajo, EC: espacio interior de la celda, CE:
contraelectrodos, VQ: ventana de cuarzo, RE: electrodo de
referencia, ED: entrada de disolucién3!s.

Un afio mas tarde en 2004, Loépez-Palacios! diseié una celda
espectroelectroquimica de difusiéon semiinfinita de transmision en configuracion
normal (Figura 3.18). El dispositivo fue desarrollado con la idea de poder ser
utilizado en cubetas espectroscopicas comerciales de 10 x 10 mm. La celda estaba

compuesta por una pieza de tefléon situada en la parte inferior de la cubeta con

una ranura para la colocacion del electrodo de trabajo el cual, es un OTE de
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pelicula fina de oro formada por sputtering sobre una lamina de cuarzo. Entre el
electrodo de trabajo y la pared de la cubeta de cuarzo por la que pasa el haz
incidente se coloco otra pieza de teflon con una ranura de 0.5 mm, para limitar la
cantidad de luz que llega al electrodo. El contraelectrodo se colocé entre esta
pieza y el electrodo de trabajo. Finalmente, el electrodo de referencia se ubicé al
otro lado del electrodo de trabajo, en un lateral para evitar que interfiera
fisicamente en el camino 6ptico. En la parte superior de la celda se anadié una
tapa de teflon con diferentes orificios para ayudar a la sujecion de los electrodos y
para minimizar el contacto con el aire. Por dltimo un orificio mas fue realizado en
la tapa para facilitar la desoxigenacion de la muestra. Esta celda se utilizé para el

estudio y el seguimiento de la electrosintesis de polimeros conductores.

Yy

hv

Figura 3.18  Representacion esquematica de la celda
espectroelectroquimica de difusién semi-infinita!®: a) pieza
de teflén con una ranura para fijar el electrodo de trabajo, b)
tapa de teflén, c) electrodo de trabajo, d) electrodo de
referencia, €) contraelectrodo, f) orificio para desoxigenar la
disolucién, g) mascara de tefléon con h) un orificio de 0.5
mm para que pase el haz de luz.

En 2007 Stojek'¢ desarroll6 una celda espectroelectroquimica para realizar

el seguimiento de la electrooxidacion de la doble hélice de ADN mediante
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voltamperometria ciclica. Al igual que muchos de los dispositivos que se estan
nombrando, esta celda fue disefiada para su alojamiento en cubetas de cuarzo
comerciales (Figura 3.19). La celda consistia en una pieza de teflén con dos
compartimentos separados en el centro por una pared con un orificio para que
pase el haz de luz. Los electrodos se encuentran embebidos en la pieza de teflén
estando el electrodo de trabajo (W), malla de platino, a un lado y el electrodo de
referencia (R) y contraelectrodo (C) al otro. La celda fue disefiada de este modo
para mantener en una posicion fija los electrodos y facilitar los procesos de

limpieza necesarios para trabajar con estos sistemas.

Figura 3.19  Celda espectroelectroquimica’s. a) Soporte de tefléon de la
celda, b) cubeta de cuarzo.

En 2010, Dunsch y colaboradores desarrollaron una celda para realizar
estudios espectroelectroquimicos mediante ESR y UV-Vis simultineamente,
pudiendo trabajar tanto en régimen de difusién semi-infinita como en capa fina3!’
(Figura 3.20). La celda se desarroll6 para el estudio de procesos de varias etapas
en sistemas redox organicos, ya que cada una de las técnicas espectroscopicas
empleadas proporciona informaciéon complementaria de las reacciones de
comproporcién que pueden darse en estos sistemas. De esta forma, se podia

obtener una mejor comprension de estos mecanismos, puesto que ESR
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proporciona informacién estructural detallada de las especies paramagnéticas y el
espectro UV-Vis contiene informacién tanto de las especies diamagnéticas y
paramagnéticas formadas en reacciones redox complejas. La celda fue disefada
para realizar medidas ESR, por lo que se utilizé una cubeta de cuarzo plana para
ESR. En ella, se introdujo el electrodo de trabajo laminado con una malla de oro,
a su lado un hilo de plata como pseudoelectrodo de referencia y, por la parte
inferior, se introdujo un hilo de platino como contraelectrodo. En la celda de
capa fina ademas se introdujo una ldmina de material inerte y Spticamente

transparente para reducir el volumen necesario de muestra.

r

{

i

/
|

Figura 320 a) Hsquema de la celda espectroelectroquimica, b)
Ampliacién de la parte central de la celda de capa fina en
vista de frontal y de perfil, ¢) Ampliacién de la zona central
de la celda adaptada para capa estindar en vista frontal y de
perfil. 1)Cubeta plana de cuarzo de ESR, 2) electrodo de
trabajo plano, 3) electrodo de referencia, 4) contraelectrodo,
5) lamina de oro, 6) micromalla de oro, 7) lamina para
soporte del electrodo de trabajo, 8) superficie electroactiva
no laminada, 9) lamina de material inerte y Opticamente
transparente, 10) cavidad para la disolucién de la celda
espectroelectroquimica cuando trabaja en régimen de
difusién semi-infinita, 11) cavidad para la disolucién de la
celda espectroelectroquimica en capa fina3!”.
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En 2013, el grupo de Mozo?'® desarrollé una celda espectroelectroquimica
de flujo (Figura 3.21). La celda se disené con las mismas dimensiones exteriores
de una cubeta comercial espectroscopica, de forma que pueda ser utilizada en

espectrofotbmetros comerciales.

Inlet < I;’;" Outlet

Rubber tap | #—SS pipe
(CE)
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seal
ITO : @
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'
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Figura 321  Representacion de la celda espectroelectroquimica de
flujo3s,
Estaba compuesta por un cuerpo polimérico quimicamente inerte. En la parte
inferior se realiz6 un orificio de 6 mm de diametro como canal para la disolucion
y para el paso del haz de luz. En una de las caras del orificio se situ6é una ventana
de cuarzo y en la otra un ITO para que funcione como electrodo de trabajo.
Ambas piezas fueron fijadas al cuerpo de la celda con silicona. En el cuerpo de la
celda se realizaron longitudinalmente tres orificios mas pequefios, uno para el
electrodo de referencia y los otros dos, mas préximos a los laterales en los que se
ubicaron sendos catéteres de acero inoxidable con la doble funcién de permitir la

entrada y salida de la disolucién y de actuar como electrodos de trabajo y auxiliar,
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respectivamente. De esta manera la celda tenfa la posibilidad de utilizar dos
electrodos de trabajo diferentes, el catéter de entrada de disolucién o el ITO
situado como ventana por la que la luz incide en la celda. La celda se valido
electroquimicamente con los dos tipos de electrodos de trabajo, aunque
espectroelectroquimicamente solo con el electrodo de trabajo de ITO, puesto que
cuando se trabaja con el electrodo de acero inoxidable el dispositivo trabaja en
tandem, ya que las medidas espectroscopicas se toman tras la aplicaciéon de

potencial.

3.2.1.2.2 Configuracién en paralelo

En esta configuracién se utilizan las denominadas celdas de largo camino
optico, en las cuales la radiacion electromagnética atraviesa la disoluciéon en una
direcciéon paralela a la superficie del electrodo, suministrando informacion
unicamente sobre los procesos que tienen lugar en la disoluciéon adyacente al
mismo. Este tipo de configuraciéon puede emplearse tanto en celdas de capa fina
como de difusién semi-infinita, siendo denominadas, en general, como de largo
camino Optico. Sin embargo, existen algunas desventajas para la realizaciéon de
medidas en este tipo de configuracion. La fabricacion y el disefio de las celdas
suele ser complicado, lo que muchas veces se traduce en un tamafio inadecuado
para su uso directo en espectrofotdbmetros convencionales. También pueden
existir dificultades en la limpieza de los electrodos y de la celda. Sin embargo la
mayor sensibilidad de las medias opticas debido al largo camino 6ptico, la
posibilidad de utilizar electrodos de trabajo con un gran aérea en comparacion al
volumen de disolucién empleada pudiendo provocar la electrolisis total del
sistema en un corto periodo de tiempo, y la posibilidad de utilizar electrodos de
trabajo que no sean Opticamente transparentes, convierten a la
espectroelectroquimica en configuracion paralela en una técnica a tener en cuenta

para el estudio de determinados sistemas.
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La primera celda publicada desde el ano 2000 en relaciéon a la
espectroelectroquimica  de transmisiéon en configuraciéon paralela fue la
desarrollada por Yu?!? ese mismo afio. Era una celda espectroelectroquimica de
largo camino 6ptico en la que dependiendo de la configuracion elegida se puede
utilizar para estudios de absorciéon UV-Visible (Figura 3.22), de fluorescencia o de

Raman.
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Figura 3.22  a) Montaje de la celda espectroelectroquimica, b) planta de la
celda espectroelectroquimica’??.
La celda estaba formada por un cuerpo cubico de politetrafluoroetileno, (PTFE)
con un hueco interior. En varias caras del cuerpo de la celda se incrustaron
ventanas de cuarzo, y en otra cara se coloco un saliente con un revestimiento de
cobre con rosca. El electrodo de trabajo se disefié especialmente para esta celda

utilizando un disco metalico de 8 mm de didmetro que fue embutido en un
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cilindro de PTFE en el que previamente se habia realizado un orificio en el
centro para poder realizar la conexion eléctrica del WE con un cable. En la parte
posterior del cilindro se monté un cuerpo de cobre con una rosca hembra
mecanizada en el interior. Tanto en el exterior de la tuerca como el revestimiento
exterior del tornillo de cobre se marcé una escala en fracciones de milimetro de
forma que se pueda variar el espesor de la capa fina de la celda mediante un ajuste
de la posicion, enroscando o desenroscando el tornillo de la tuerca del cuerpo de
cobre. Para realizar un experimento se colocaba el cuerpo de cobre anclado a la
celda enfrente del electrodo de trabajo y se empujaba a éste al interior de la
camara de la celda hasta que se formaba una capa delgada entre el electrodo de
trabajo y la ventana de cuarzo. Se utiliz6 o-tolidina para validar la celda mediante

la realizacién de voltamperometrias ciclicas a varias velocidades.

En 2001 Ruzgas® desarroll6 una celda espectroelectroquimica para trabajar
con pequenos volumenes de muestra, menores de 1 mL (Figura 3.23). Esta celda
fue disefiada para estudiar sustancias bioldgicas de las que muchas veces no es
posible disponer de grandes volimenes de muestra. La celda estaba compuesta
por un capilar de oro de 1 cm de largo y un diametro interno de 200 um que
funcionaba como electrodo de trabajo. Como celda, éste se embutié6 en unas
cruces de PEEK, que posteriormente se alojaron en una pieza de teflén. Se
utilizaron fibras opticas de 50 wm tanto para hacer llegar la luz a la celda como
para recoger la sefial trasmitida. Las fibras Opticas se colocaron en ambos
extremos de los tubos de PEEK enfocando al capilar de oro. Para facilitar el
correcto ajuste entre las fibras y el capilar de oro, las fibras se situaron sobre unas
vias de acero inoxidable. El llenado de la celda se realizaba por uno de los
orificios de las cruces de PEEK que estaba colocado en posiciéon perpendicular al
capilar de oro y a la fibra 6ptica. En la pieza del orificio de entrada de la muestra
se colocaba el contraelectrodo, en este caso un hilo de platino. Por su parte, el
electrodo de referencia estaba situado en la otra pieza en forma de cruz de PEEK

situada en la parte posterior del capilar de oro. En el orificio opuesto a éste se
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encontraba el orificio de salida de la disolucién. Posteriormente, en 2004 los
autores realizaron pequefias modificaciones en esta celda que facilitaban el
estudio de procesos de trasferencia electronica de diferentes compuestos de
origen biologico!03321 (Figura 3.24).

Compartment for the B Flexible silicone tubing

Teflon housing with i
erion housing wi reference electrode M Gold capillary

gold capillary
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Inlet for loading of the cell PEEK tubing

N

50 um optical fiber

Light out ¢= l

— ‘<=. Light in

Stainless steel rails

Compartment for Sealing with

the counter clectrode silicone glue Cell outlet

Figura 3.23  Representacién esquemidtica de la celda de PEEK para
trabajar con pequefios volumenes de disolucion’2.

counter counter
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Figura 3.24  Esquema de la celda espectroelectroquimica de PEEK
modificada. El electrodo de trabajo, un capilar de oro, se
encuentra entre dos piezas de PEEK en forma de cruz,
donde entra en contacto con la fibra Optica. El
contraelectrodo se sitia en ambas piezas de PEEK. El
electrodo de referencia de Ag/AgCl, se sitia en una de las
piezas de PEEK cerca del electrodo de trabajo3!.
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En el 2001 Daniel y Gutz desarrollaron una celda espectroelectroquimica de
capa fina de largo camino 6ptico (LOPTLC) adaptable a una cubeta comercial de
cuarzo tanto para el estudio de sistemas estaticos®?? como en flujo’?3 (Figura
3.25). La idea de este desarrollo fue realizar un dispositivo econémico y
compatible con los espectrofotémetros comerciales, de tal manera también se
utilizaron electrodos de trabajo de oro desarrollados y wvalidados por
Angnes??+3%, Estos interesantes electrodos se fabricaban a partir de discos
compactos (CDs) por lo que se denominaron “CDtrodos”. Estos electrodos de
trabajo se conseguian eliminando el revestimiento polimérico que recubre la capa
de oro que poseen los discos mediante un ataque quimico sumergiéndolos en un
bafio de acido nitrico concentrado y posteriormente lavandolos con agua,

dejando al descubierto la pelicula de oro.
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Figura 3.25  Representacion esquematica de la celda

espectroelectroquimica con CDtrodos a) desmontada y b)
una vez ensamblada dentro de la cubeta espectroscépica. (1)
Piezas de material acrilico, (2) area del electrodo de trabajo
del Au-CDtrodo, (3) 4rea del electrodo auxiliar, (4) conexién
eléctrica del WE, (5) conexién eléctrica del electrodo
auxiliar, (6) separadores de silicona de 200 um, (7) electrodo
de referencia de Ag/AgCl, (8) entrada y salida de la
disolucién322.

El dispositivo estaba formado por dos cuerpos de material acrilico en forma de U

que soportan al electrodo de trabajo y al contraelectrodo. Estos dos electrodos
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estaban realizados a partir de CDtrodos de oro, utilizando para ello dos laminas
simétricas con las correspondientes conexiones eléctricas. Estas dos laminas
estaban separadas por unos espaciadores de 200 pm. El electrodo de referencia,
que tenfa un puente salino, se colocaba en la parte exterior de uno de los cuerpos
en forma de U. La entrada y la salida del flujo, cuando era necesario, se realizaba
a través de la parte exterior del otro cuerpo en forma de U. El haz de luz se hacia
pasar entre de las dos laminas que forman el electrodo de trabajo. La celda fue
validada con o-tolidina dando buenos resultados tanto espectroscépica como

electroquimicamente, trabajando tanto en estado estacionario como en flujo.

Siguiendo con el orden cronolégico, en el 2003 nuestro grupo de
investigacion dirigido por el profesor Lopez-Palacios disefio una nueva celda
espectroelectroquimica’?t LOPTLC basada en una celda espectroelectroquimica
bidimensional??’ desarrollada anteriormente. La celda (Figura 3.26) tenfa un
tamano adaptado al de las cubetas espectroscépicas convencionales de cuarzo, lo
que compatibiliza su uso con los instrumentos comerciales. La celda constaba de
dos cuerpos de resina epoxi separados por espaciadores de poliestireno dejando
una separacion entre las piezas de resina de 3.5 mm. El electrodo de trabajo
estaba embutido en una de las piezas de epoxi. Esta pieza estd compuesta por una
lamina de platino soldada a un hilo de cobre por la parte posterior. La lamina de
platino y el cable fueron incrustados en la resina mediante calentamiento a alta
presion formando una pieza compacta que posteriormente fue cortada y pulida
hasta tener la forma final. L.a otra pieza de resina inerte tenfa como funcién
limitar el espacio de difusiéon de las especies para conseguir la capa fina. El
electrodo de referencia era de Ag/AgCl/KCl 3 M y se colocaba en una posicion
cercana a la lamina de platino, pero ligeramente elevada para no obstaculizar el
camino o6ptico. El electrodo auxiliar era un hilo de platino que se colocaba en la
parte exterior de la pieza de epoxi inerte con el fin de que las posibles reacciones

secundarias que pudieran generarse en ¢l no interfieran en el camino dptico.
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El dispositivo se utiliz6 para el estudio de sistema hexacianoferrato (III)/(II)
donde se determiné el potencial formal del par coincidiendo los valores con los
recogidos en bibliografia. También se detectaron especies secundarias generadas
durante la reaccion deduciéndose que éste no era un proceso de transferencia de

electrones sencilla como en un principio se pensaba.
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Figura 326 A) Montaje de la celda espectroelectroquimica, B) Vista
frontal de la celda espectroelectroquimica. a) Electrodo de
trabajo, b) electrodo de referencia de Ag/AgCl/KCl, c)
espaciadores, d) pieza epoxi que soporta al electrodo de
trabajo, ) bloque inerte de epoxi, f) contraelectrodo326.

En 2006 Isago®?® desarrollé una celda espectroelectroquimica de largo
camino optico (Figura 3.27) para el estudio de ftalocianinas debido a su interés en
el tratamiento de cancer de piel como fotosensibilizador en terapias
fotodindamicas. Ademas, este estudio sirvi6 como soporte para el estudio de
sustancias como la clorofila y enzimas del grupo hemo, debido a la similitud con
el anillo porfirinico que poseen estas sustancias. El estudio espectroscopico de
ftalocianina es bien conocido, sin embargo no existen muchos estudios que se

centren en las propiedades de las ftalocianinas oxidadas y reducidas, asi como en

los procesos de transferencia electrénica.
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Figura 3.27  Celda espectroelectroquimica de largo camino 6ptico para el
estudio de ftalocianinas. A) Montaje de la celda: a) cuerpo de
teflén, b) lamina de platino (electrodo de trabajo), c)
tornillos de PEEK, d) electrodo de referencia, ¢€) tornillos de
acero inoxidable, f) tubo de teflén, g) contraelectrodo h)
puente salino, i) punta de vidrio poroso, j) conexién del
electrodo de trabajo. B) Vista lateral, vista frontal y planta
del cuerpo de teflon. C) Esquema de la celda
espectroelectroquimica’?.

La celda estaba compuesta por un bloque de teflén en el que se realizaba una
cavidad en la parte inferior y se mecanizaban tres orificios desde la parte superior
hasta la cavidad. La zona de la pieza en contacto con la disolucién se recubria con

una lamina de platino que actuaba como electrodo de trabajo. Este se anclaba al

cuerpo de teflon mediante tornillos de PEEK, de esta manera se evitaba el uso de
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adhesivos que podrian aportar impurezas o crear interferencias o reacciones
acopladas indeseables durante los experimentos. El electrodo de trabajo estaba
unido a un hilo de platino situado en uno de los orificios anteriormente
mencionados para realizar el contacto eléctrico por la parte superior de la celda.
El contraelectrodo, otro hilo de platino, se situaba en otro de los orificios y se
separaba con una pieza de vidrio poroso de la cavidad donde se situaba la
disolucion. Este dispositivo estaba pensado para poder ser alojado en el interior
de una cubeta de cuarzo comercial. Para afiadir la disolucién, se introducia en
primer lugar la celda en la cubeta, a continuacién se afiadia la disolucion por el
orificio donde mas adelante se colocaba el puente salino para el electrodo de
referencia. Este dispositivo fue disefiado con una gran superficie del electrodo de

trabajo para conseguir rapidamente una electrolisis total de la especie de interés.

En 2007, Flowers3? publicé una celda de fibras 6pticas util para estudios
espectroelectroquimicos (FOSEC) con la idea de estudiar iones de metales
pesados que pueden presentar un peligro ambiental. Testearon la celda con el par
Cu?t/Cu’ mediante cronoamperomettia y cronoabsorciomettia. Con el fin de
realizar el estudio utilizaron una celda de flujo con fibras épticas comerciales a la
que incorporaron los electrodos de trabajo y de referencia en el orificio de
entrada de flujo, y el contraclectrodo en el orificio de salida del flyjo.
Seguidamente se evalué con ferricianuro potasico la celda modificada, verificando
que no habfa grandes caidas 6hmicas y que era posible llevar a cabo los
experimentos espectroelectroquimicos. Posteriormente se llevo a cabo el estudio

del par Cu?*/Cu utilizando un electrodo de trabajo de platino.

También se llevaron a cabo medidas de fluorescencia con esta celda colocando,
en este caso, el electrodo de trabajo en el lugar en el que previamente estaba
colocada la fibra de iluminacién. Se utilizé una fibra bifurcada para excitar y
recoger la radiacion emitida que se colocé donde anteriormente estaba situada la
fibra que llevaba la luz transmitida al espectrometro. Se comprobd que en esta

configuracién los resultados eran también satisfactorios. Finalmente, se
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determiné que era necesario mejorar la sensibilidad de las medidas de

absorbancia en configuracion paralela.

sample
outlet

incident

\ auxiliary
s
electrode

~.

reference
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A
transmitted sample
inlet

Figura 3.28  Esquema de celda FOSEC de absorbancia’®.

En 2009 Colina publicé un articulo?® con un estudio comparativo entre
dos nuevas celdas espectroelectroquimicas diferentes para el estudio en paralelo
de ITIES (Figura 3.29). Para validar ambas celdas se utiliz6 como sistema
quimico la transferencia de tris(2,2’-bipiridina)rutenio (II), ( [Ru(bpy)s]?* ) a través
de la interfase agua/1,2-dicloroetano (1,2-DCE ) debido a que es un proceso

ampliamente estudiado y bien conocido.

La primera celda, Figura 3.29.a, estaba basada en una celda anteriormente
disefiada para el estudio espectroelectroquimico de interfases /L. desatrrollada
por Hill.3! La celda constaba de un cuerpo cilindrico de vidrio con dos capilares
de Luggin para los electrodos de referencia, uno para cada fase. Los
contraelectrodos eran dos mallas de platino unidas a dos hilos de platino por
donde se realizaban los contactos eléctricos, una para cada fase. El hilo de platino
del contraelectrodo situado en la parte inferior, fue aislado para evitar el contacto
con la fase acuosa situada en la parte superior. Se eligié esta celda para estudios
espectroelectroquimicos en interfases L/L por los buenos resultados obtenidos

previamente en los estudios unicamente electroquimicos.
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Figura 3.29  Celdas espectroelectroquimicas para el estudio de interfases
L/L. a) Celda cilindrica con dos capilares Luggin externos
para ubicar los electrodos de referencia. b) Celda basada en
una cubeta espectroscépica comercial®¥,

La segunda celda, Figura 3.29.b esta construida en wuna cubeta
espectrofotométrica comercial de cuarzo, de dimensiones (42 x 10 x 2 mm). La
razén de utilizar una celda con una camino 6ptico de 2 mm y no de 10 mm,
como son las mas habituales es obtener la mayor planaridad posible en la
interfase y evitar asf la formaciéon de un menisco pronunciado. Los electrodos de
referencia fueron introducidos en sendos capilares Luggin y estos fueron situados
posteriormente en el interior de la celda. Los contraelectrodos fueron dos hilos
de platino, protegiéndose el electrodo auxiliar de la fase inferior, al igual que en la
otra celda, para evitar el contacto con la fase superior. Después de estudiar la
transferencia de [Ru(bpy)s]?t a través de la interfase L/L polarizada se concluyé
que las dos celdas son validas para el estudio espectroelectroquimico en
configuraciéon paralela de ITIES. Sin embargo aunque la primera celda se
caracteriza por un montaje mas simple puesto que los electrodos de referencia se
insertan en los laterales de la celda, la segunda celda proporciona mejores
resultados espectroscopicos puesto que la celda es de cuarzo lo que permite
observar un rango mayor de longitudes de onda que con el vidrio. Ademas, al ser

una celda rectangular posee una longitud de camino 6ptico bien conocida, dificil
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de lograr con la otra celda, ya que al ser cilindrica la determinaciéon del camino

optico tiene que realizarse antes de cada experimento.

Flowers y Strickland desarrollaron en 2010 una celda para estudios
espectroelectroquimicos en microescala®3?. Esta celda fue disefiada con la idea de
poder analizar espectroelectroquimicamente pequefias cantidades muestras, ya sea
por la dificultad de obtener la especie, por el alto precio de la misma, o por su alta
toxicidad. Con este fin, diseflaron la celda mostrada en la Figura 3.32 que
utilizaba volimenes de entre 1y 5 pL. Tanto la base de la celda como la pieza
superior fueron realizadas en polimetilmetacrilato (PMMA) de 3 mm de grosor
para dar consistencia a la celda. En ambas piezas se mecanizaron cuatro orificios
para la posterior sujecion de la celda con tornillos y ademas a la pieza superior se
le realizaron tres orificios adicionales, dos de 6.4 mm de diametro para el
electrodo auxiliar y el electrodo de referencia y otro de un diametro menor, de 1.6
mm, para el electrodo de trabajo. Por este dltimo orificio se adicionaba también
la disolucién. Sobre la pieza base de PMMA se coloco una lamina de nafién que
fue previamente hidratada con una disolucion de KNO3 1 M. Esta hoja de nafién
era la encargada de facilitar el intercambio idnico entre los distintos pocillos
donde se encuentran los diferentes electrodos y la disolucién problema.
Posteriormente, se colocé sobre la lamina de nafién una pelicula de Parafilm que
actuaba como junta para evitar fugas de disolucion. Esta pelicula posee sendos
orificios a los de la pieza superior de PMMA para las zonas donde se situaran los
electrodos. El electrodo de trabajo es un hilo de platino enrollado en forma de
espiral de manera similar a un muelle de forma que la disolucién quede en el
espacio interior de la bobina. Para verificar la funcionalidad de la celda, se validé
estudiando el par ferricianuro/ferrocianuro. Para el estudio espectroscopico se
hizo incidir la luz desde la parte inferior de la celda usando la base de PMMA
como ventana de la celda. De este modo la luz pasaba por el espacio interior de la

bobina de platino a través de la disolucién de ferricianuro potasico.
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Figura 3.30  a) Esquema del montaje de la celda espectroelectroquimica

para trabajar a microescala. b) Corte de la seccién donde se
ubica la disoluci6n32,

En 2012 Velicky disefi6 un dispositivo espectroelectroquimico33 (Figura
3.31) a partir de otro dispositivo diseniado anteriormente334. Este dispositivo se
utilizé6 para el estudio de la permeacién de farmacos a través de membranas
artificiales. La intencién era predecir la absorcion transcelular de estos farmacos
en el cuerpo humano por transferencia i6nica de especies de un lado a otro de la
membrana celular. El dispositivo consta de dos compartimentos separados por
una membrana permeable hidréfoba de polifluoruro de vinilideno (PVDF). En
cada uno de la los compartimentos se colocaba una disoluciéon dadora y aceptora
del farmaco que migraba de una a otra fase a través de la membrana. La fase
dadora se colocada en el compartimento donante. Este esta formado por un tubo
de vidrio, el cual tiene en la parte inferior la membrana permeable. En el interior
del tubo de vidrio se situd un sistema de agitacion de la disoluciéon mediante una
pieza en forma de paleta rotatoria para simular el movimiento de flujo fuera de la
celda. El compartimento aceptor, en la parte inferior estaba formado por una
pieza de politetrafluroetileno equipado con ventanas de cuarzo y fibras épticas a
la altura de la membrana para poder estudiar espectroscépicamente la migraciéon
de la especie a través de la misma. El sistema estaba basado en un sistema de

cuatro electrodos, situando un electrodo de referencia y un electrodo auxiliar en
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cada una de los compartimentos. De este modo se puede crear una diferencia de
potencial entre las fases, polarizando asi la membrana y ayudando a la
transferencia de la i6nica de la especie de estudio desde la fase dadora hasta la
fase aceptora. Ambas fases son disoluciones acuosas con tampoédn fosfato, solo

que en la fase dadora se ha afnadido el ion objeto de estudio, violeta de metilo.

Counter 2 Reference 2

- O

DONOR [||i'3

ninf &
el

ACCEPTOR

7R

Figura 3.31  Celda espectroelectroquimica para el estudio de farmacos.
(1) Controlador de la rotacion, (2) paleta, (3) tubo de vidrio
(compartimento donador), (4) disco separador, (5) rueda
dentada de PTFE unido al tubo de vidrio, (6) membrana
liquida, (7) disolucién de aceptor, (8) RE Ag / AgCl, (9) CE
Pt, (10) disolucién saturada de KCI (disoluciéon interna del
RE), (11) vidrio fritado, (12) cuerpo de PTFE, (13) cojinete
de acero, (14) tornillo de la almohadilla de acero, (15)
ventana de cuarzo, (16) lente de cuarzo, (17) fibra éptica,
(18) camino 6ptico333.
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El estudio del efecto de la polarizaciéon de la membrana se realizé mediante
diferentes experimentos de voltamperometria ciclica y cronoamperometria. Los
resultados fueron satisfactorios en lo relativo a la migracién de la especie idnica
desde la fase dadora hacia la fase aceptora. Esto fue confirmado gracias a los
datos espectroscopicos obtenidos por la sonda situada en la disolucién proxima a

la membrana en el compartimento de la fase aceptora.

En 2013 el grupo de Koder en colaboraciéon con Cerda desarrollé una celda
espectroelectroquimica de capa fina en configuraciéon paralela mediante una
impresora 31335, La novedad de este trabajo consistia en la posibilidad de crear
un dispositivo de medida adaptable a una cubeta comercial de cuarzo para
realizar espectroelectroquimica en configuraciéon paralela de una forma sencilla.
En este caso no fue necesario un posterior mecanizado adicional de las piezas
para realizar los canales y orificios por los que se introducian los electrodos
(Figura 3.32). La celda fue disefiada mediante un programa de ordenador y
posteriormente impresa mediante una impresora 3D en un polimero acrilico. La
pieza se molde6 en forma de U siendo la abertura central de 0.5 mm de grosor.
Adicionalmente en uno de los brazos de la pieza se disefiaron unos canales para
poder introducir un hilo de platino, como electrodo auxiliar, y el electrodo de
referencia de Ag/AgCl. El electrodo de trabajo constaba de dos laminas de oro
de 250 um de espesor situadas en las dos caras interiores del orificio de la pieza
acrilica elaborada con la impresora 3D. Esas dos laminas de oro estaban unidas
mediante otra pieza de oro en la parte inferior que hacia las veces de separador y
de contacto eléctrico entre las dos laminas de oro del electrodo de trabajo. En la
cara del electrodo de trabajo adyacente al espacio se situaron el contraelectrodo y
el electrodo de referencia realizando orificios para facilitar el contacto entre estos
electrodos y la disolucion. En la tapa de la cubeta se anclaron el contraelectrodo,
el electrodo de referencia y un hilo de oro que era el contacto eléctrico con el
electrodo de trabajo. Cuando se cerraba la tapa se creaba un espacio estanco. Por

ultimo, se hacia pasar una corriente de nitrégeno a través de unos orificios de
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entrada y salida realizados en la tapa de la celda para, asi, desoxigenar la muestra.
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Figura 3.32 a) Esquema de celda espectroelectroquimica realizada
mediante impresién 3D: (A) electrodo de trabajo de oro, (B)
canal del electrodo de referencia, (C) canal del
contraelectrodo, (D) espaciador de la lamina de oro. b) Vista
lateral de la celda. Los puntos negros son agujeros
perforados en el electrodo de trabajo para habilitar las
conexiones entre compartimentos3*.
La celda se valido estudiando la cinética de la transferencia electrénica del
ferrocianuro potasico. Posteriormente se estudiaron tres compuestos mas, la
safranina O, el citocromo C y la hemoproteina artificial HH realizando la
electrolisis total de los mismos. Debido a la gran area superficial del electrodo,
junto a la pequena cantidad de volumen necesaria de la muestra, en torno a 200
ul, y el largo camino 6ptico de la celda, 1 cm, este dispositivo permite electrolizar

completa y rapidamente el compuesto, pudiendo evaluarse muestras de baja

solubilidad como es el caso de varias proteinas.

También en 2013, Cerda3¥ desarrollé una celda muy similar a la de la
Figura 3.32, aunque esta vez sin el empleo de una impresora 3D (Figura 3.33). La
celda consistia en una cubeta comercial de cuarzo, en la cual se introdujo y se f1j6
una pieza de tefléon para disminuir la cantidad de disoluciéon problema. A un lado

de esta pieza de teflon se colocéd un electrodo de trabajo formado por dos
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laminas de oro de 0.25 mm de grosor, enfrentadas entre si y separadas por la
parte inferior, por otra pieza de oro de 2 mm de grosor que ademas funcionaba
como contacto eléctrico entre las dos laminas. Las piezas estaban unidas por la
parte superior a un hilo de oro de 1 mm de grosor que actuaba de contacto
eléctrico. El electrodo auxiliar, un hilo de platino, se colocé al otro lado de la
pieza de teflon para evitar que las posibles reacciones que puedan ocurrir sobre
este electrodo interfieran con las medidas tomadas en el electrodo de trabajo. El
electrodo de referencia de Ag/AgCl se colocé entre los otros dos electrodos, en
un rebaje que se habia realizado en la pieza de tefléon. En la tapa de la celda se
realizaron cinco orificios, tres para los electrodos, y dos mas para la entrada y
salida del flujo de nitrogeno, que se utilizaban para mantener el sistema
desoxigenado. Una vez introducidos los electrodos por los agujeros perforados
anteriormente, se fijaban mediante resina epoxi para evitar la entrada de oxigeno
por estos espacios. Una vez ensamblada la celda, la cubeta y la tapa se fijaban con
cinta de teflon para conseguir la mayor estanqueidad posible en el dispositivo. El
haz de luz se hace pasar por el espacio que queda entre las dos laminas de oro del

electrodo de trabajo, cuya longitud de camino 6ptico es de 1 cm.
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Figura 3.33  Esquema de celda espectroelectroquimica3’s.

Este montaje se utiliz6 para el estudio de muestras de, citocromo ¢, mioglobina,
la encima horseradish peroxidasa y una lipoproteina multimérica transmembrana,
el citocromo bci. Estos estudios se realizaron mediante electrolisis total de la
especie, tomando espectros durante la variacién del potencial aplicado en una

experiencia voltamperométrica.

3.2.2 Celdas bidimensionales

Las celdas espectroelectroquimicas bidimensionales combinan generalmente
dos tipos de informacion espectroscopica, las obtenidas en configuraciéon normal
en reflexién y en configuracion paralela, o las registradas en configuracion normal
y paralela de transmision. La espectroelectroquimica bidimensional es una técnica
nueva desarrollada por el grupo del profesor Lépez-Palacios en la Universidad de
Burgos a principios del siglo XXI?*?. Es una técnica de una gran potencia
analitica puesto que permite obtener una informacién mas completa del sistema
estudiado y, por lo tanto, una mayor comprensiéon de los procesos que tienen
lugar, que en cualquiera de las configuraciones monodimensionales mostradas
anteriormente puede ser parcial. Esto es debido a la posibilidad de poder
observar simultaineamente la disolucién desde dos puntos de vista diferentes,
diferenciando entre los procesos que tienen lugar en la superficie del electrodo de
los que se producen en la capa de difusiéon. La bondad de esta técnica se hace
evidente al comparar ambas informaciones espectroscopicas consiguiendo mayor
informacioén relacionada con el como, dénde y cuando tienen lugar los procesos

observados.

En 2001  Lopez-Palacios??”  describié  esta  nueva  técnica
espectroelectroquimica asi como el dispositivo elaborado para poder llevar a cabo
las medidas. Este dispositivo, Figura 3.34, se disefié pensando en que las senales
espectroscopicas obtenidas mediante la configuracién en normal y en paralelo,

proporcionan diferente tipo de informacién. La celda se basa en un electrodo
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Opticamente transparente de oro, aunque se puede variar el material del electrodo
de trabajo dependiendo de la naturaleza del sistema a estudiar. Asi, es posible
hacer pasar el haz de luz tanto a través de él, transmisiéon en configuraciéon
normal, como en una posicion paralela a la superficie del electrodo y a la
disolucion adyacente al mismo, transmision en configuraciéon paralela. Esta celda
se disei6 con la idea de que pudiera ser utilizada en una celda

espectrofotométrica comercial estandar.

Esta compuesta por una pieza de resina epoxi con un orificio en la parte
central por la que pasara el haz de luz en configuraciéon normal. En la zona donde
esta el agujero se ha situado una ventana de cuarzo. En esta pieza también se ha
perforado una cavidad para acomodar el microelectrodo de referencia de
Ag/AgCl/KCL En la pared opuesta a la ventana de cuarzo, entre la pieza de
resina y la pared de la cubeta, se sitda un hilo de platino que hara las funciones de
contraelectrodo. A continuacién se colocan dos espaciadores de grosor conocido.
Estos espaciadores permiten controlar la altura del haz de luz en la configuracion
paralela, pues la luz pasa por el espacio que dejan. Seguidamente se coloca el
electrodo de trabajo, un electrodo Opticamente transparente de oro sobre una
lamina de cuarzo. Por dltimo se colocan dos piezas de resina epoxi para mantener

todo el conjunto fijo dentro de la cubeta de cuarzo.

El dispositivo se evalué con disoluciones de o-tolidina de diferentes
concentraciones mediante voltamperometria ciclica a diferentes velocidades. Esta
técnica aparte de permitirnos obtener una informacién mas completa de los
procesos de reaccidon nos permite conocer cual de las dos configuraciones
espectroscopicas, normal o paralelo, otorga una mayor sensibilidad para cada uno
de los sistemas de estudio. Posteriormente, se pueden realizar estudios
espectroscopicos monodimensionales en la configuracién de medida mas

adecuada para cada sistema.

Después de la validacion se llevé a cabo el estudio de un sistema no

difusivo con el fin de ver el potencial de la técnica en procesos de adsorcion. Para
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ello se eligi6 la electropolimerizaciéon de 4-4’-bis(metiltio)-2,2-bitiofeno en
acetonitrilo puesto que la oxidacion-reduccion sucesiva mediante varios ciclos
voltamperométricos lleva a la generacién y sucesivo crecimiento de una pelicula

polimero conductor sobre la superficie del electrodo.

b) 7 6 /7

Figura 3.34  Celda espectroelectroquimica bidimensional®”’. a) Esquema
de la celda despiezada, y b) esquema de la celda ensamblada
de frente y de perfil. 1) Electrodo de trabajo, 2) pieza de
resina epoxi, 3) espaciadores, 4) soportes de resina epoxi, 5)
ventana circular, 6) electtodo de referencia, 7)
contraelectrodo. Incidencia del haz de luz normal (N) y
paralelo (P) respecto a la supetficie del electrodo de trabajo.

En un proceso difusivo simple es mas sensible la configuracién en paralelo
debido a que la longitud de camino 6ptico es mayor que el espesor de la capa de

difusién, por lo que se obtiene una mayor sefial de la absorbancia para esta

Daniel Izquierdo Bote



88

New Techniques and devices for UV-Vis Absorption Spectroelectrochemistry

configuracién. Sin embargo, en el caso de un proceso adsortivo que se produce
sobre la superficie del electrodo, la configuraciéon paralela no permite observar el
crecimiento de la pelicula polimérica puesto que esta disposicion espacial no es
capaz de observar la superficie del electrodo. Solamente es sensible a los procesos
que ocurren en la disolucién adyacente al mismo, por lo que en este caso la

disposicion recomendable para estudiar el polimero serfa la configuracion normal.

Los experimentos realizados con este nuevo dispositivo demuestran que es
capaz de estudiar de forma simultinea los distintos fenémenos que pueden
producirse en un sistema obteniendo una informacién mas completa que la

espectroelectroquimica monodimensional.

Esta celda fue utilizada posteriormente para realizar un estudio mas
exhaustivo y la caracterizaciéon de la electropolimerizaciéon de 4-4’-bis(metiltio)-
2,2’-bitiofeno3?’, observandose que durante los primeros ciclos en los que en la
configuracién normal no se aprecia aun un crecimiento de la pelicula polimérica,
la configuraciéon paralela muestra un aumento de la sefial correspondiente a la
formaciéon de oligbmeros en disolucion. La velocidad de formaciéon de
oligbmeros se va reduciendo hasta quedar constante durante el crecimiento de la
pelicula en los sucesivos ciclos. De este modo se demostré que la polimerizacion
se produce mediante un crecimiento en etapas, permaneciendo en disolucién los

oligobmeros de menor longitud de cadena.

Finalmente, este mismo grupo realiz6 un nuevo disefo de celda
bidimensional basado en una fibra de reflexiéon (Figura 3.35) que era adecuado
para realizar estudios con electrodos que no son o6pticamente transparentes33.
Con el nuevo disefio se estudié la dispensaciéon controlada por el potencial de

ferrocianuro contenido en una pelicula de un polimero conductor.
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Figura 3.35  A)Celda espectroelectroquimica bidimensional,(1) sonda de
reflexién, (2) pieza supetior, (3) ventana de cuarzo, (4)
espaciador, (5) electrodo de trabajo, (6) electrodo de referencia,
(7) electrodo auxiliar, (8) pieza inferior. B) Vista superior,
configuracion normal, c) vista frontal, configuracién paralela.

3.3 Dispositivo experimental
3.3.1 Elementos

3.3.1.1 Fuentes

En la realizacién de esta tesis se han utilizados tres fuentes de luz distintas,
Figura 3.36. La primera de ellas ha sido una lampara de Ocean Optics, modelo
DH-2000-FHS-DUYV para el estudio de ITIES. Esta fuente que combina dos
lamparas, una de deuterio y otra de luz halégena de wolframio, pudiendo obtener
un espectro de salida potente y estable que cubre el rango espectral UV-Vis-NIR
(190-2000 nm). La segunda fuente de luz utilizada para el estudio de 0-Va y del
complejo de esta molécula con un centro metalico de cobre es una fuente de
Avantes, modelo Avalights-DH-S-BAL. Esta fuente también combina una
lampara de deuterio y una lampara haldégena, pero ademas posee un filtro
dicroico para reducir la luz del pico centrado a 656 nm, de forma que se obtenga

un espectro mas equilibrando a lo largo del todo su rango espectral UV-Vis-NIR
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(200-2500 nm). La ultima fuente de luz utilizada ha sido una de Xenén Cermax
modelo ASB-XE-175EX con un rango espectral de 200-1100 nm acoplada a un
monocromador CM110 1/8m de Spectral Products que permite ampliar el rango

espectral y con potencia mucho mayor que las anteriores.

a) b)

AVANTES

A

meoe

s
»

Figura 3.36  a) Fuente de luz modelo DH-2000-FHS-DUV, de Ocean
Optics, b) fuente de luz Avalights-DH-S-BAL de Avantes,
¢) fuente de luz Cermax ASB-XE-175EX acoplada a un
monocromador CM110 1/8m de Spectral Products.

3.3.1.2 Fibras 6pticas

Para el acoplamiento de los elementos 6pticos se han utilizados fibras
opticas de Ocean Optics de diferentes diametros, tanto para conducir el haz de
luz desde la fuente hasta la celda como desde la celda hasta el espectrofotometro

(Figura 3.37). Para los experimentos en bidimensional se ha utilizado una fibra
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optica bifurcada de Ocean Optics BIF200-SR, con el fin de que la luz procedente
de la misma fuente sea utilizada en ambas configuraciones. Las medidas en
configuracién normal se han realizado mediante una sonda de reflexiéon Avantes,
modelo FCR-7IR200-2-2.5x100 protegida con una pelicula de Mylar. No
obstante en cada apartado experimental se detallara el material especifico

utilizado para los diferentes estudios realizados.

Figura 3.37 a) Fibra Optica, b) fibra Optica bifurcada, ¢) sonda de
reflexion.

3.3.1.3 Espectrofotémetro

Los espectrofotometros — utilizados para recoger la informacién
espectrofotométrica han sido QE65000 de Ocean Optics, Figura 3.38. En el
interior del espectrofotometro hay dos espejos. Cuando la luz entra en el
espectrofotometro es reflejada en un primer espejo colimador, que genera un haz
de luz paralelo. Este haz colimado es reflejado sobre la red de difraccion y
dirigido hasta un segundo espejo de enfoque, que focaliza la radiacion dispersada
sobre el detector. Este consta de una red bidimensional de 1044x64 diodos capaz

de detectar un rango espectral desde 200 nm o 250 nm, segun el modelo, hasta

Daniel Izquierdo Bote

91



New Techniques and devices for UV-Vis Absorption Spectroelectrochemistry

1100 nm, abarcando todo el rango del visible, parte del ultravioleta e incluso algo
de infrarrojo cercano. Por dltimo los datos son enviados al ordenador vy

adquiridos mediante el software Spectrasuite.

Figura 3.38  a) Espectrofotémetro Ocean Optics, QE65000. b) esquema
del interior del espectrofotémetro.

3.3.1.4 Posicionadores piezoeléctricos

El posicionador, Figura 3.39, es un modelo 460P-XYZ de Newport. Este
ha sido utilizado tanto para colocar el haz de luz en la posiciéon deseada antes o

durante el experimento espectroelectroquimico.

Servoimpulsor

miniaturizado

TRA25CC

Posicionador
460-XYZ

Figura 3.39  Posicionador piezolectrico.
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El posicionador opera mediante un servoimpulsor miniaturizado TRA25CC
(Newport) que permite moverse con una precision de 10 nm con un rango de
operatividad de 25 mm permitiendo controlar la posicién del haz de luz en todo
momento. El conjunto ha sido controlado mediante el software SMC100
(Newport) que permite manejar el movimiento en un solo eje con precisiéon a
distintas velocidades desde 40 nm/s hasta 0.4 mm/s. De este modo, se puede
controlar la posicion del haz de luz en el eje Z permitiendo conocer y seleccionar

la distancia entre el haz de luz y la interfase.

3.3.1.5 Potenciostato

Las medidas electroquimicas tomadas durante esta tesis han sido adquiridas
mediante dos aparatos diferentes. El mas utilizado ha sido un equipo
potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT 302N (Eco Chemie B.V.),
Figura 3.40.a, el cual adquiere los datos con ayuda del software GPES 4.9. Este
equipo permite un control riguroso tanto del potencial como de la corriente
eléctrica que se impone al sistema. Es un instrumento versatil en cuanto a las
técnicas electroquimicas que nos permite emplear, dando la posibilidad de
emplear un trigger o disparador, para poder sincronizar el control y la adquisicién
de datos con las de otros equipos, como el sistema espectroscopico en nuestro
caso. Ademads posee una tarjeta de adquisicion rapida y utiliza un software

adecuado para el tipo de experimento a realizar.

a)

Figura 3.40 a) Potenciostato AUTOLAB, PGSTAT 302 N, b)
Potenciostato CHI900, CH Instruments.
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El otro equipo utilizado para el estudio electroquimico ha sido un
bipotenciostato CHI900 de CH Instruments. Es un equipo completo que permite
utilizar numerosas técnicas electroquimicas, ademds de permitir realizar estudios
de microscopia electroquimica de barrido, aunque no se ha empleado para tal fin

en este trabajo.

3.3.1.6 Espectrometro de masas

Las medidas de espectrometria de masas de alta resolucién han sido
realizadas mediante un espectrometro de masas Micromass AutoSpec (WATERS)
y operado mediante el software MassLynx 4.0. Este equipo puede ionizar la
muestra mediante distintos métodos como lonizacién Quimica, Impacto

Electrénico o FAB (Fast Atom Bombardment).
3.4 Electrodos
34.1 Electrodo de trabajo

3.4.1.1 FElectrodos comerciales

Los electrodos de trabajo utilizados durante el desarrollo de esta tesis han
sido principalmente electrodos comerciales de la marca comercial BASInc. Un
disco de platino de 1.6 mm de diametro, modelo MF-2013, y un disco de

carbono vitrificado de 3 mm de didametro modelo MF-2012.

3.4.1.2 Electrodos desarrollados

Al ser el objetivo de esta tesis el desarrollo de nuevos dispositivos
experimentales para estudios espectroelectroquimicos en UV-Vis, no solo se ha
intentado desarrollar nuevas celdas espectroelectroquimicas adaptadas a
electrodos comerciales sino que también se han disefiado y elaborado diversos

electrodos de trabajo, tanto para el estudio de medias de espectroelectroquimica
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en capa fina como en régimen de difusion semi-infinita en configuracion paralela,

o para estudios de espectroelectroquimica bidimensional.

2) b)

d)

Figura 3.41  a) Lamina de platino, b) lamina de teflén, c) electrodo de
trabajo en forma de L, d) electrodo de trabajo para medidas
bidimensionales en capa fina, ¢) electrodo cuadrado para
celdas de camino éptico de 10 mm, f) electrodo de disco.
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Con el fin de desarrollar electrodos para realizar estudios en capa fina, se
pensé en disefar electrodos que cupieran en una cubeta espectroscopica
comercial de 2 mm de camino 6ptico, para ello en un principio se optd por
laminas de platino 8 x 0.5 mm (Figura 3.41.a) o carbono vitrificado 8.705 x 1 mm
(Figura 3.41.b) protegidas por un recubrimiento de material polimérico inerte o
teflon, respectivamente. De esta manera, solo existe contacto con la muestra en
“el canto” de la lamina, de forma el area del electrodo sea siempre la misma para
todos los experimentos. Sin embargo, los experimentos con estos electrodos de
trabajo se limitaban Gnicamente a estudios en configuracion paralelo, por lo que
se propuso el disefio de otros electrodos con los que se pudiera realizar medidas
de espectroelectroquimica bidimensional. Para ello primero se optéd por seguir un
desarrollo similar a las anteriores pero con una lamina de platino mas fina en
forma de L estando solo expuesta a la disoluciéon una superficie de 1.3 x 0.7 mm
(Figura 3.41.c). A continuacién se intenté dar un paso mas alld realizando un
electrodo de trabajo con una elaboracion mas sofisticada para el estudio
bidimensional (Figura 3.41.d). El electrodo se realizé utilizando una pieza de
PMMA (2 x 9 x 10 mm) en la que se embebi6 una lamina de platino. Por la parte
inferior se realiz6 un orificio para el contacto eléctrico mediante un hilo de cobre.
Para evitar que la disoluciéon pueda llegar al contacto, el orificio se sell6 con
resina epoxi. También se desarrollaron electrodos adaptados para cubetas
comerciales espectroscopicas de 10 mm de camino 6ptico (Figura 3.41.e). Estos
fueron realizados sobre una pieza de PMMA de 9 x 9 mm de base y 10 mm de
altura en el que se rebajé una esquina para poder dirigir el hilo de cobre hasta la
parte inferior de la celda. Ahf se realiza la conexiéon con la lamina de platino, de
diferente tamafio, que ejerce de electrodo. También se realizaron electrodos con
el fin de utilizar las celdas desarrolladas para los electrodos comerciales, estos
electrodos desarrollados eran electrodos de disco de 2 mm de diametro

embebidos en piezas de PMMA (Figura 3.41.f).

Daniel Izquierdo Bote



Metodologia experimental

3.4.2 Electrodo de referencia

El electrodo de referencia empleado para todas las medidas fue un
electrodo de Ag/AgCl/KCl 3M fabricado en el laboratotio. Para ello, un hilo de
plata de 0.37 mm de didmetro se ha recubierto con cloruro de plata mediante
oxidacion del hilo de plata en una disoluciéon de cloruro de litio. Para proteger el
clectrodo de referencia se introdujo en una punta de micropipeta. Para ello,
previamente se realizé un puente salino en la punta de la punta de micropipeta
mediante una solucién de agar y electrolito soporte que se dejo gelificar. La punta
de micropipeta se rellen6é con una disolucién con una disolucién de KCI 3 M en
la que se introdujo el hilo de Ag/AgCly se certd el electrodo mediante un tapon
de teflon. Antes de su uso estos microelectrodos de referencia fueron calibrados

frente a electrodos comerciales.

3.4.3 Contraelectrodo

Los contraelectrodos utilizados fueron hilos de platino (Advent

Technologies).

3.5 Tratamiento de datos

Los experimentos espectroelectroquimicos generan una cantidad ingente de
datos. Esto es debido a que la adquisicion de la sefial espectroscopica se realiza
tomando 1044 puntos por espectro, los cuales son obtenidos generalmente, cada
0.1 segundos. Por lo tanto, la cantidad de datos registrados para un experimento
pueden generar algunos registros de salida de datos lleguen a ocupar mas de 200
Mb. Esto supone que los datos no puedan ser examinados directamente, sino que
tienen que recibir un tratamiento previo. Para ello en nuestro grupo de
investigacion se han generado diferentes herramientas matematicas. Con este fin
se ha utilizado el programa matematico Matlab en el que se han desarrollado
distintas funciones que permiten tanto cargar como tratar los datos de las

experiencias espectroelectroquimicas.

Daniel Izquierdo Bote

97



98

New Techniques and devices for UV-Vis Absorption Spectroelectrochemistry

3.6 Dispositivos experimentales

3.6.1 Espectroelectroquimica UV-Vis en ITIES

En esta seccion se presenta el disefio y desarrollo de un dispositivo que
permite medir espectroelectroquimicamente los procesos que tienen lugar en las
interfases entre dos liquidos inmiscibles. No existen dispositivos comerciales para
este tipo de estudios en configuracion paralela y los encontrados en bibliografia
son de dificil alineamiento optico. Debido a la naturaleza del sistema se utilizo
una configuracién de cuatro electrodos. Aunque el grupo habia obtenido buenos
resultados en esta configuraciéon con otros dispositivos?¥7-38_ la alineacion del haz
de luz con la interfase era un proceso manual y tedioso, en definitiva, de gran
dificultad. Por ello se desarrollé un dispositivo de rendija movil que permite
controlar la posicién del haz de luz mediante un controlador piezoeléctrico, y

realizar barridos espaciales de la capa de difusion a ambos lados de la interfase.

Con este proposito, como se muestra en la Figura 3.42, se acoplaron el
espectrofotdometro y el potenciostato mediante un trigger o disparador para poder
realizar medidas espectroscopicas y electroquimicas de forma sincronizada. Las
fibras opticas se acoplaron al nanoposionador piezoeléctrico para realizar los
barridos espaciales de forma que sean los elementos 6pticos los que se muevan y

no la celda, evitando perturbar el sistema.

Este nuevo dispositivo, desarrollado para trabajar en configuraciéon paralela

usando la rendija mévil consta de por 4 partes principales (Figura 3.43):
A) Posicionador piezoeléctrico.
B) Soporte de la rendija y las lentes.
C) Celda espectroelectroquimica L/L.

D) Sistema de sujecion de la celda.
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Figura 3.42 Representacién esquemidtica del montaje experimental del
dispositivo de rendija movil para las medidas
espectroelectroquimicas de barrido espacial en configuracién
paralela en interfases entre dos disoluciones electroliticas
inmiscibles.

Figura 3.43  a) Representacién del dispositivo de medida con rendija
movil para el estudio de interfases L/L. b) Corte transversal
del dispositivo. A) Pieza de unién al posicionador
piezoeléctrico, B) pieza de soporte para las lentes y la
rendija, C) celda espectroelectroquimica, D) sistema de
sujecion de la celda, E) rendija de 400 um, F) lentes
colimadoras.
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Hay que indicar que la rendija ha sido situada después de la lente
colimadora para asegurar que el haz de luz que pase a través de la rendija sea

paralelo, es decir, esté colimado.

El posicionador piezoeléctrico TRAC25CC descrito en la seccion 3.3.1.4 se
ha utilizado para controlar la posiciéon del haz de luz, tanto cuando se realizan
barridos espaciales como cuando se selecciona una distancia respecto a la
interfase a la que se realiza el estudio del sistema. De esta manera se consiguié

que las medidas para diferentes experimentos fueran mas reproducibles.

La pieza que soporta la rendija y las lentes esta unida al posicionador, de
forma que el impulsor motorizado transmite el movimiento a todo el conjunto
consiguiendo que el haz de luz pase con gran precision a través de la celda. La

rendija se ha colocado entre dos lentes colimadoras proximas a las fibras opticas.

La celda espectroelectroquimica para este montaje (Figura 3.44) esta
constituida por una cubeta de espectrofotométrica comercial de cuarzo (45 x 12 x
2 mm, 104.002F-QS, Hellma). Se ha elegido este tipo de cubeta porque al tener
un camino optico de 2 mm resulta mas sencillo conseguir una interfase plana lo

que facilita su estudio y asegura conocer con gran precisiéon el camino 6ptico.

El montaje de la celda (Figura 3.44) se inicia introduciendo el electrodo de
referencia y el contraelectrodo en la parte inferior de la celda donde se situara la
fase organica. El electrodo auxiliar de la fase organica, un hilo de platino de 0.75
mm de diametro, se ha recubierto con vidrio para evitar el contacto con la fase
acuosa. Posteriormente se procede a la adiciéon de la fase organica mediante el
uso de una pipeta, prestando especial atenciéon a que la disoluciéon no entre en
contacto con la parte de las paredes de la celda donde se alojara la fase acuosa. A
continuacién se aflade cuidadosamente la fase acuosa con una pipeta para
conseguir que la interfase se mantenga lo mas plana posible. Por dltimo, se
procede a introducir el electrodo de referencia y el contraelectrodo de la fase

acuosa.
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Figura 3.44  Celda espectroelectroquimica para ITIES. a) Montaje de la

celda, (1) cubeta espectroscépica, (2) introduccién de los

electrodos de la fase inferior, (3) llenado de la fase organica,

(4) llenado de la fase superior. b) Esquema de la celda

montada. (CE) Contraelectrodos vitrificados, y (RE)

electrodos de referencia.

Los electrodos de referencia han sido acomodados en capilares Luggin
realizados en puntas de micropipeta, como se explicé en el apartado 3.4.2. Los

electrodos de ambas fases se colocaron en una posiciéon préxima a la interfase

para minimizar la caida 6hmica.

Utilizar un sistema con un volumen tan reducido para alojar un sistema de
cuatro electrodos tiene varias ventajas como conseguir una mayor planaridad en
la interfase o la pequefia cantidad de volumen que se necesita en comparacion de
otras celdas para el estudio de sistemas /L, lo que se traduce en un menor
consumo de reactivos. Sin embargo, debemos hacer hincapié en el sumo cuidado
necesario para realizar el montaje de forma correcta evitando que una fase entre

en contacto con la otra de forma inadecuada durante el llenado de la celda. Como
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se ha dicho anteriormente, durante la introduccién de la fase organica, se puede
contaminar la parte superior de las paredes donde se va a alojar la fase acuosa.
También es importante prestar atenciéon en que la fase organica no suba por
capilaridad entre las paredes de los electrodos de la fase organica y la pared de la
celda, ya que se produciria el mismo problema de “ensuciar” las paredes de la fase
acuosa. Por supuesto, un punto clave en el que se debe mantener especial
cuidado es durante la adicién de la fase acuosa, ya que es necesario hacerlo de una
forma lenta y constante para evitar tanto el desmoronamiento de la interfase
como la formacién de burbujas de aire que se queden ocluidas entre las dos fases

cuando se afiade la fase superior.

3.6.2 Celda espectroelectroquimica para medidas
espectroelectroquimicas en configuracion paralela con rendija

movil

El dispositivo experimental para las medidas espectroelectroquimicas en
configuraciéon paralela con rendija mévil es muy similar al descrito en la anterior
seccion 3.6.1. En este caso el posicionador se emplea para conseguir una exacta
colocacion del haz de luz respecto a la superficie del electrodo de trabajo.
Ademas, permite asegurar, cuando se trabaja en un modo clasico de celda de
largo camino 6ptico, que se esta observando la disolucién adyacente al mismo.
Otra diferencia respecto al dispositivo para el estudio de ITIES es el uso de un

sistema clasico de tres electrodos.

La celda consiste en una cubeta espectroscopica (104.002F-QS de Hellma
para el montaje representado en la Figura 3.46.a y 110-QS de Hellma para los
montajes de la Figura 3.46.b y Figura 3.46.c), en la que se introducen los tres
electrodos ubicando el electrodo de trabajo en el centro de la cubeta, y a los lados

el de referencia y el contraelectrodo, Figura 3.40.

Es importante mencionar que aunque no aparezca representado en la,

Figura 3.40, los electrodos se fijaron mediante una pieza en la parte superior para
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reproducir la posicion de los tres electrodos y conseguir que el electrodo de
trabajo quede perfectamente alineado con el haz de radiacion. Ademas de esta
manera, se mejora la reproducibilidad de los experimentos, se facilita el montaje y

se evita la perturbaciéon del sistema debido a posibles movimientos de los

electrodos.
egi 0
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Figura 3.45 Representacion esquematica del montaje experimental del
dispositivo de rendija movil para las medidas
espectroelectroquimicas de barrido espacial en configuracién
paralela.

El montaje de la celda se lleva a cabo introduciendo en primer lugar la
disolucién en el interior de la celda. Posteriormente introducen los electrodos,
prestando especial atencion al introducir el electrodo de trabajo. Este debe de
quedar situado en el centro de la cubeta, lugar por donde pasa el haz de radiacion,
y se debe evitar que el electrodo de referencia y, sobre todo, el contraelectrodo se
encuentre en esta zona. Si éste ultimo se encuentra cerca, las especies que se

pudieran estar formando o transformando en su superficie podrian interferir en

las medidas falseando los resultados obtenidos.
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Figura 3.46  Celda espectroelectroquimica para medidas en paralelo a) en
capa fina, b) en difusiéon semi-infinita utilizando una lamina
de carbén vitrificado como WE, y ¢) en difusiéon semi-
infinita utilizando electrodo comercial de carbén vitrificado
como WE.

3.6.3 Celda espectroelectroquimica bidimensional

Para las medidas espectroelectroquimicas bidimensionales con rendija
movil, el montaje experimental tuvo que modificarse, Figura 3.47. En primer
lugar, para que ambas sefiales espectroscopicas fueran comparables se decidié
utilizar la misma fuente de luz, por lo que fue necesaria la incorporaciéon de una
fibra bifurcada. De este modo, se divide el haz de luz procedente de la fuente en
dos haces incidentes, uno para cada una de las configuraciones espectroscopicas.
Una de las ramas de la fibra bifurcada (Figura 3.37.b) se dirige como en los
anteriores casos a la lente colimadora que esta situada en el soporte fijado al
posicionador piezoeléctrico. La otra rama de la fibra bifurcada que conduce el
haz de luz emitido por la fuente se conecta a una sonda de reflexion (Figura
3.37.c). La luz emitida por la sonda incide perpendicularmente a la superficie del

electrodo, de forma que el haz de luz reflejado es recogido por la misma sonda y
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conducido al espectrofotometro. Ambos espectrofotometros se sincronizan

el potenciostato mediante un trigger.
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Figura 3.47 Representacién esquemitica del montaje experimental para
medidas de espectroelectroquimica bidimensional con
rendija mévil.

La celda espectroelectroquimica, Figura 3.48, esta constituida por tres

elementos.

El cuerpo de la celda se consiguié mediante la modificacion de una

cubeta espectroscopica, a la que se le eliminé la base y se invirti6 la

posicion.

Una pieza de teflén con tres orificios.

Un tapon de Sub-seal en la parte superior de la celda para aislar la

disolucion del exterior.

El montaje de la celda comienza por la introduccién del electrodo de

trabajo en el orificio de la parte central de la pieza de teflén, garantizando de este

modo la planaridad del electrodo de trabajo respecto al haz de radiaciéon en

configuraciéon paralela. Ademas, la pieza de tefloén tiene dos orificios de pequefio

diametro en esquinas opuestas para fijar el electrodo de referencia (en el caso de

ser un hilo de plata o un microelectrodo de referencia, apartado 3.4.2) y el
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contraelectrodo. De este modo se evita que los electrodos interfieran en el
camino o6ptico. Ademas, la pieza sirve para reducir la cantidad de disolucion
necesaria. El tapon de Suba-seal permite sellar la celda y minimizar el contacto
con el aire, facilitando trabajar en atmosfera inerte. En esta pieza se realizaron
cinco orificios. El orificio central, de un tamafio ligeramente mayor se utilizé para
la colocacion de la sonda de reflexion, el resto de orificios se utilizaron para la
colocacion del electrodo de referencia, el contraelectrodo, y la entrada y salida de
flujo de nitrégeno con el que se consigue la desoxigenacion de la disolucion. El
llenado de la celda se realiza mediante uno de los orificios de la pieza de Suba-seal
colocada en la parte superior. Previamente se ha pasado corriente de nitréogeno
para eliminar la presencia de oxigeno en la celda. Una vez llenada la celda se
continia con la corriente de nitrégeno para eliminar el posible oxigeno que pueda
estar presente en la disolucién. Por dltimo, se enfoca la sonda de reflexion sobre
la superficie del electrodo de trabajo hasta obtener una buena sefial 6ptica en

configuracién normal.

Figura 3.48  Celda espectroelectroquimica para las medidas de Cu-0-Va.

Finalmente, el posicionador piezoeléctrico anteriormente descrito en el

apartado 3.3.1.4 y empleado para el dispositivo de rendija movil ha sido utilizado
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para controlar la posicion de haz de luz respecto a la superficie del electrodo. De
esta manera se puede controlar la distancia a la que se situa el haz de luz,

mejorando ademas la reproducibilidad de las medidas.

3.6.4 Celda espectroelectroquimica de fibra dptica con electrodos de
nanotubos de carbono de pared simple transferidos por

presion

En esta seccion se muestra el desarrollo de un dispositivo experimental que
utiliza fibras opticas adheridas al electrodo de trabajo, para hacer pasar el haz de
luz en configuracion paralela a través de la disolucion adyacente a la superficie de
dicho electrodo. El montaje experimental difiere un poco de los anteriores
mostrados para trabajar en configuracion es en paralelo ya que el disefio de la
celda es completamente diferente. En la Figura 3.49 se muestra el esquema de
dicho montaje experimental. El electrodo de trabajo utilizado es un electrodo de
nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT) sobre un soporte de PMMA

desarrollado en nuestro grupo de investigacion®.

3 Registro
Potencllostato detintos
l- -_— -l- LN ]
B - I
Haz de luz CE RE l -T:lg-gil’_
Fibra Fibra 1
optica éptica
-pﬁ
Fuente de SWCNT WE
Luz Registro
de datos

Figura 3.49  Representacién esquematica del montaje experimental de la
celda de fibras opticas para trabajar en configuracion
paralela.

La celda esta pensada para realizar experimentos en gota, siendo el volumen

de disolucién utilizado de 100 pl. La celda consta de dos piezas de metacrilato,
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colocadas una sobre la otra. La pieza situada en la parte inferior posee un rebaje
para situar el electrodo de trabajo de SWCNT. Ademas se le ha realizado unos
microcanales para colocar las fibras épticas. La otra pieza de metacrilato colocada
sobre electrodo de trabajo y las fibras evita el movimiento de éstas durante la
experiencia. Esta pieza de PMMA posee un orificio cuadrado en la parte superior
para la introduccion de la disolucién, el electrodo de referencia y el

contraelectrodo.

El montaje de la celda (Figura 3.50.a) se inicia introduciendo el electrodo de
trabajo en el rebaje de la pieza de PMMA inferior, a continuacion se fija en uno
de los microcanales de la celda una fibra 6ptica desnuda, sin pelicula protectora,
de 100 pm de diametro. Esta fibra se coloca sobre la superficie del electrodo de
trabajo de SWCNT, y es la encargada de llevar el haz de radiacién desde la fuente
de luz hasta la disolucién adyacente a la superficie del electrodo. Para evitar que
se mueva y ayudar a su alineacion, se fija esta fibra al microcanal en el que ha sido
ubicada. A continuacién se coloca a una distancia conocida una segunda fibra
optica de 50 pm de diametro en otro microcanal de la pieza de PMMA situado en
el otro extremo de la celda y alineado con la anterior fibra 6ptica. De esta forma,
después de atravesar la disolucion, el haz de luz emitido por la fibra de 100 um es
recogido por la fibra de 50 um y es transportado por ésta hacia el
espectrofotdémetro. Una vez alineadas cuidadosamente las dos fibras opticas con
ayuda del microcanal, se fijan los tornillos de la pieza superior de PMMA para
asegurar el dispositivo y evitar posibles movimientos de las fibras o del electrodo
que pudieran desalinear el sistema 6ptico. Por ultimo, por el orificio cuadrado de
la pieza de PMMA se afiada la gota de disolucion y se colocan el contraelectrodo

y el electrodo de referencia siendo el resultado el que se observa en la Figura

3.50.b.
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Figura 3.50  a) Esquema del montaje de la celda de fibras épticas. 1) Pieza
de PMMA inferior, 2) electrodo de trabajo de SWCNT, 3)
fibra 6ptica de 100 pm, 4) fibra 6ptica de 50 pum 5) Pieza
superior de PMMA, 6) microcanales. B) Fotografia real de la
celda ensamblada.

Daniel Izquierdo Bote 109



New Techniques and devices for UV-Vis Absorption Spectroelectrochemistry

110 Daniel 1zquierdo Bote



Results and Discussion

4  RESULTS AND DISCUSSION
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€ Objetivos del capitulo

& Validar y demostrar la funcionalidad de los dispositivos y celdas

desarrollados en esta tesis doctoral.

& Aplicar las nuevas configuraciones experimentales desatrolladas a
sistemas de interés para la comunidad cientifica. Para ello hemos
realizado el estudio de los procesos de transferencia idnica y
electronica en interfases liquido-liquido de la reduccion de la orto-
vainillina, de la electroquimica del complejo de cobre con orto-
vainillina como ligando y de la determinacién cuantitativa de

catecol en presencia de un interferente.

& Demostrar las ventajas de realizar medidas con el nuevo
dispositivo de rendija movil en la denominada
espectroelectroquimica de barrido espacial, y con las celdas basadas

en fibra éptica utiles en la espectroelectroquimica bidimensional.
€ Metodologia

& Validacién de los dispositivos y celdas espectroelectroquimica
desarrollados utilizando un sistema espectroelectroquimico de

referencia.

& Estudios de procesos electroquimicos complejos utilizando los
dispositivos espectroelectroquimicos desarrollados, de modo que
se obtenga una mayor cantidad de informacién, que debidamente
tratada, permita revelar aspectos de los sistemas estudiados que
sean dificilmente comprendidos mediante el uso de unicamente

técnicas electroquimicas.
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€ Resumen del capitulo

& Este capitulo se encuentra dividido en cuatro bloques, presentando

en cada uno de ellos objetivos especificos relacionados con el

sistema concreto estudiado, asi como el dispositivo especifico

desarrollado.

® La primera seccién de este capitulo demuestra el correcto
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funcionamiento del dispositivo de rendija mévil mediante el
estudio de la transferencia idnica a través de la interfase del
cation  [tris(2,2’-bipiridina)|rutenio(II). Posteriormente se
estudi6, también con esta técnica, la sintesis de
nanoparticulas de paladio en la interfase liquido-liquido,
demostrando que es posible generar nanoparticulas en esta
interfase tan particular. Ademas, se pudo determinar con
precision el mecanismo de transferencia electrénica que esta
teniendo lugar durante este proceso de sintesis. Cabe
destacar que los clusters de Pd (particulas de Pd de menor
tamafo) no solamente quedan retenidos en la interfase, sino

que una parte de ellos difunden a en la fase acuosa.

La segunda seccion presenta el estudio del mecanismo de
electro-reduccién de la molécula de 0-Va demostrando que
es un proceso electroquimicamente irreversible pero
quimicamente reversible. Ademas se ha comprobado la
capacidad antioxidante de esta molécula cuando el ion
superéxido es generado en la  disolucién  de

dimetilsulféxido.

En la tercera parte se ha utilizado la espectroelectroquimica
bidimensional para el estudio del proceso de reduccién y

oxidaciéon del complejo de cobre (II) con 0-Va como
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ligando. La reduccién inicial de este complejo provoca su
ruptura y la electrodeposicion de Cu(0) en la superficie del
electrodo. Sin embargo, la oxidacion inicial del ligando
permite alcanzar la reduccién reversible del complejo a su
forma reducida como cobre (I). La espectroelectroquimica
bidimensional ha permitido diferenciar inequivocamente los
procesos que ocurren en disolucién de los procesos

superficiales.

En el cuarto apartado de este capitulo se ha realizado un
estudio de deteccion de catecol con una nueva celda
espectroelectroquimica basada en fibras opticas. El estudio
multivariante de los resultados espectroelectroquimicos
obtenidos tras una serie de calibracién permite determinar
catecol cuando se oxida hasta 1,2-benzoquinona. La
espectroelectroquimica ha permitido también conocer el
mecanismo de reacciéon de este analito. Ademas, se ha
resuelto una mezcla de catecol e hidroquinona, dificilmente
resoluble usando tunicamente electroquimicas, pudiendo
determinarse la concentracion de catecol. Las herramientas
quimiométricas utilizadas permiten aprovechar la gran
cantidad de informacién proporcionada por las técnicas

espectroelectroquimicas.
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4.1 Spatial Scanning Spectroelectrochemistry at Liquid/Liquid

Interfaces

4.1.1 Introduction

Although chemical reduction is the method most commonly used to
synthesize metal nanoparticles®*0-3%2, a number of recent articles have described
the wuse of electrodeposition as a controlled route to nanoparticle
preparation3433#4, Electrodeposition of metals at the interface between two
immiscible electrolyte solutions>>-3#7 combines aspects of the chemical and
electrochemical reduction processes. In this interesting approach, a metallic ion
present in a liquid phase is reduced to the metal by a reducing agent dissolved in
the other immiscible liquid phase. The metal nucleates and grows without any
solid support, while the extent and rate of the reduction can be controlled
electrochemically through the electrolysis time and the applied potential,

respectively34+-347,

Electrochemical deposition of metal nanoparticles (NPs) at liquid/liquid
interfaces can be studied using UV-Vis absorption spectroelectrochemistry. This
instrumental technique is useful for the study of complex electrochemical
processes!>3226,327,348,349 - Spectroelectrochemistry can be used for sampling both
the interface and the adjacent solution. Thus, depending on the incidence
direction of the light beam with respect to the interface, UV-Vis absorption
spectroelectrochemical measurements can be performed in three main

configurations:

€ Normal beam configuration, in which the light beam passes across the

L/L interface3,

@ Reflection configuration, in which the light beam is reflected from the

interface3>1-353,

€ Parallel beam configuration, in which the light beam grazes the

interface3>.
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To date, the most widely used configuration in spectroelectrochemistry at
the ITIES is the reflection one?!-353, Here we have used a new UV-visible
absorption spectroelectrochemical cell for the study of the electrogeneration of
Pd nanoparticles at the water/1,2-DCE intetrface, based on the parallel incidence
of the light beam with respect to the interface (Figura 3.44). The
spectroelectrochemical cell is based on a rectangular quartz spectrophotometric
cuvette (45 X 12 X 2 mm) with a 2 mm light path-length3>*. In this work, we
performed spectroelectrochemical measurements in which the position of the
light beam with respect to the ITIES was varied with a moving slit controlled by
a piezoelectric micropositioner. In such a way we control, with micrometric
precision, the exact distance of the light beam with respect to the L/L interface,
allowing us to obtain information about the species in the adjacent solution
during the reaction at the interface. The capability of varying and controlling the
distance of the parallel light beam from the interface gives a noticeable
improvement in the spatial resolution of spectroscopic techniques. A simple slit
movement allows us to sample either the organic or the aqueous phase in a much
easier way than with any other spectroelectrochemical setup. The idea of
following the progress of the concentration profiles in a solid electrode/solution
interface was developed by McCreery and co-workers?>>350 who used a laser
beam to sample the diffusion layer. In this way they obtained the concentration
profiles of species absorbing at the wavelength of the incident laser. Schindler
and co-workers¥7-358 used a similar setup for studying polymerization processes,
also on solid electrodes. In these works, a monochromatic light beam was
positioned parallel to the electrode surface and absorbance changes with the
distance to the electrode were recorded on a diode array, so that a concentration
profile was obtained for each time. More recently, Amatore and co-workers3>
also obtained concentration profiles by using a fiber-optic system and an
epifluorescent microscopy detector based on a diode array. The results were
limited to fluorescent species. In 2006, Garay and Barbero30%361 used a
piezoelectric positioner to move a laser light in “probe beam deflection”, thereby

also obtaining concentration profiles. Gyurcsanyi and Lindner?%? suggested an
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approach based on microscopic measurements to follow changes of the free
ionophore concentration across ion-selective membranes. In our work, we have
constructed a new device based on a piezoelectric positioner that is used to
control and move a slit with respect to the L/L intetface; thus, we do not obtain
a concentration profile directly but by the evolution of the spectra with time and
distance when the interface is sampled by moving the slit at a fixed scan rate.
Computer-controlled piezoelectric positioners are commonly used in some
analytical techniques such as scanning electrochemical microscopy (SECM).
However, to the best of our knowledge, they have not been used in combination
with UV-Vis absorption spectroelectrochemical techniques. Combination of the
spatial resolution, electrochemical data, and information obtained from molecular
absorption spectroscopy can provide useful data on the L/L interfacial process.
For these reasons we have called this technique spatial scanning
spectroelectrochemistry. We have used the new device to study electrochemical
processes at the ITIES in order to illustrate the straightforward alighment of the
light beam in L/L spectroelectrochemistry and its suitability to analyze complex

electrochemical processes in a single experiment.
4.1.2 Experimental section

4.1.2.1 Chemicals

Tris(2,2"-bipyridine)ruthenium  chloride,  Ru(bpy);Cl:6H20  (Acros
Organics), lithium chloride (Sigma-Aldrich), lithium perchlorate (Merck),
butylferrocene (BuFc, Sigma-Aldrich), and potassium tetrachloropalladate(II)
(Acros) were analytical grade and used as received without further purification.
Bis-(triphenylphosphoranylidene)ammonium  tetrakis-(pentafluoro)phenylborate
(BTPPA TPBF20) was prepared according to a reported metathesis procedure’o?
from equimolar amounts of bis(triphenylphosphoranylidene)ammonium chloride
(BTPPACI, Lancaster, 97%) and lithium tetrakis-(pentafluoro)phenyl borate
(Boulder Scientific, 98%). The L/L interface was formed using water with a

resistivity of 18 MQ cm (Milli-Q purification system, Millipore, UK), and 1,2-
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dichloroethane (1,2-DCE, HPLC grade, obtained from Sigma-Aldrich). The cell
was cleaned and rinsed after each measurement to ensure an apparently clean
interface, it was cleaned by immersion in piranha solution [1:4 mixture (by
volume) of 30% hydrogen peroxide, H2O», and concentrated sulphuric acid,

H>SO4], then rinsed with ultrapure water.

For safety considerations, all handling and processing were performed

carefully, particularly when 1,2-DCE and piranha solution were used.

4.1.2.2 Instrumentation

All the electrochemical measurements were carried out at room temperature
using a potenciostat/glavanostat AUTOLAB PGSTAT 302N electrochemical
system mentioned in section 3.3.1.5. The light beam supplied by DH-2000
Deuterium-halogen light source, section 3.3.1.1, was guided to and collected from
the spectroelectrochemical cell by 230-um diameter optical fibers, section 3.3.1.2,
to the QEG65000 spectrometer, section 3.3.1.3. Spectroelectrochemical
measurements were performed using the setup explained in section 3.6.1 (Figura

3.42).

The validation of the new device was performed using the following cell

configuration (cell 1), where the double bar denotes the interface to be polarized:

BTPPAC! | BTPPATPBF Ru(bpy)32*

Ages) | AgCls) 1 mM 20 mM 0.1 mM AgCly) | Age
LiCl 10 mM LiCl10.1 M
(aq) (1,2-DCE) (aq)

Electrodeposition of Pd nanoparticles at the interface was studied using the
following cell configuration (cell 2), where the double bar denotes the interface to

be polarized:
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KPdCL 2 mM
|

ILiCl 100 mM | AgClg |Agg

|
ILiICIO* 0.5 mM

(aq)

BTPPACI | BTPPATPBF2
Age) | AgCly 1 mM 20 mM
LiC1 10 mM | BuFc 20 mM

(aq) (1,2-DCE)

4.1.3 Results and discussion

4.1.3.1 Technique validation.

As one of the goals of this work was to develop a new device for UV—Vis
absorption spectroelectrochemical measurements at the ITIES, the performance
of the device was evaluated by following the transfer of Ru(bpy)s** across the
polarized L/L interface. This electrochemical process has been taken as a model
in different spectroelectrochemical studies with various configurations.3>>-3> The
main reason to take Ru(bpy)s?* as reference system is because it exhibits a well-
defined ion transfer at the water|1,2-DCE interface’>? and has a large molar
absorption coefficient in water (Ewater =12794 M1 cm! at 453 nm, experimental
value estimated in our laboratory, in accordance with the reported values3>3). The
validation of the new device was performed using cell 1, described above in the

experimental section.

In order to compare the response at the two phases, twin
chronoamperometric experiments were performed sampling absorption either
within the aqueous or the organic phase. In this case, the slit is placed at a fixed
position close to the aqueous solution (or the organic one) in such a way that the
light beam passes parallel and adjacent to the interface. In both cases a potential
of +0.38 V was applied for 40 s and UV-Vis absorption spectra were measured
during the potential step. Absorbance at a fixed position (adjacent to the

interface) and recorded versus time in the two independent experiments is plotted
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in Figure 4.1.a. As can be observed, the evolution of the spectra in the two

phases is almost a mirror image.
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Figure 4.1 Chronoabsorptometric experiments by applying +0.38 V to Cell
1 for 40 s. a) Spectra recorded during two separate
chronoamperometric experiments, sampling the aqueous phase
(green) and the organic phase (red); b) Spectra recorded in a
single experiment while the slit is being moved from the
aqueous solution to the organic phase at 50 um s-!. The positive
distances denote the distance along the interface normal in the
organic phase, the negative values correspond to the aqueous
phase.

There is no significant shift of the Ru(bpy)s?* absorption band due to the
solvent, an observation consistent with the ease transfer of this ion. The
absorbance band around 453nm corresponding to Ru(bpy)s?* decreases when the
light beam passes, sampling the aqueous phase, while, on the contrary, it
increases when it is sampling the organic one. This shows that we can precisely
place the light beam very close to the interface with our device. The precise
position of the slit is easily obtained, when the light beam passes through the two
interfaces a marked change in absorbance is observed because of the different
optical properties of the two solvents. When the light beam is placed adjacent to

the interface and it is moved toward the bulk solution, if no electrochemical

reaction takes place there is no change of absorbance.

However, all the information related to the ion transfer can be extracted in
a single experiment if the light beam is spatially scanned from the aqueous phase

to the organic one during the experiment. The slit was placed 1 mm away from

122 Daniel 1zquierdo Bote



Results and Discussion

the interface and was moved from the aqueous phase to the organic one. A
potential of +0.38 V was applied for 40 s, and the slit movement at 50 um s-! was
initiated when the potential was applied. Figure 4.1.b shows, as a contour plot,
the spectra recorded with respect to distance from the interface during a
chronoamperometric experiment. Only the distances close to the interface (<300
um) have been plotted to show better the concentration gradient in the two
solutions. In this case, the distance in the aqueous phase is defined with respect
to the organic interface. Taking into account the width of the slit, we assume that
zero position is set when the light beam is adjacent to the organic phase. When
the light beam passes into the organic phase, there is an interval time in which the
light beam is sampling both phases and no analytical information can be readily
obtained. We take as zero position in the organic phase when the light beam is
adjacent to the aqueous interface and only samples the organic phase. Distance in
the organic phase is therefore calculated with respects to the aqueous one. A
diagram describing how the distance is calculated is shown in Figure 4.2 Again
the decrease of the absorbance in the aqueous phase is concomitant with the
increment of absorbance in the organic phase showing the ion transfer of
Ru(bpy)s** across the interface due to the difference of potential applied between

the two immiscible solutions.

The diffusion coefficient of Ru(bpy)s?* in the aqueous phase was calculated
from the data obtained in an experiment with the slit placed in a fixed position, in
such a way that the light beam passes parallel and adjacent to the interface and
samples the aqueous phase. Experimental data recorded during the
chronoabsorptiometric experiments were fitted to the model described
previously by our group®+. A value of 3.29 x 10 cm? s! was obtained from the
electrical charge and a value of 3.65 x 10¢ cm? s! was obtained from the
absorbance at 453 nm. The diffusion coefficient of Ru(bpy)s?* was also assessed
by moving the slit from 1 mm away toward the interface at 50 um s-!, sampling
the aqueous solution. In this case, experimental data are fitted to a model based

on a digital simulation of the process?** assuming that ion transfer is controlled
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by diffusion. The light beam goes through the diffusion layer in a direction
parallel to the interface. The absorbance is given by the Ecuaciéon 3.5.
Concentration profiles can be easily calculated for each time3** and therefore,
using the discretized form3%* of Ecuacién 3.5, we can calculate the theoretical

absorbance for each distance (time). Functions for the calculations were written

in Matlab and used for curve-fitting analyses.

Distance in the aqueous phase
um

LB =

-300

0
0 l
organic
phase
Distance in the organic phase
pm
Figure 4.2 Diagram showing how the slit position is calculated during

the experiments. t1 is the initial position, in this example 300
pum away from the interface in the aqueous phase. At t2 the
slit is at zero position in the aqueous phase, adjacent to the
interface. At t3 the slit is sampling both phases. At t4 the slit
is at zero position in the organic phase, adjacent to the
interface. t5) is the final position, in this example, 300 pm
from the interface

A value of 3.70 x 10 cm? was obtained by fitting simulated data to
experimental signal of absorbance at 453 nm (Figure 4.3). The agreement
between these values and the ones found in the literature3>3% (from 3.0 x 10 to

4.8 x 10-¢ cm?s!) demonstrates the validity of this approach.
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Figure 4.3 Theoretical signal (circles) and experimental signal (solid
line) obtained during a chronoabsorptometric experiment,
by applying +0.38 V for 20 s and moving the slit from 1
mm away towards the interface at 50 pm s'.Absorbance

taken at 453 nm.

4.1.3.2 Electrodeposition of Pd Nanoparticles at the Interface.

electron donor,

The electrodeposition of palladium NPs at the L/L interface occurs as a
consequence of the heterogeneous electron transfer between the aqueous phase

the organic phase

anion and

tetrachloropalladate(I1)
butylferrocene (BuFc), following the reaction346.347,367:

2BuFcorg + PdCli‘aq = Pdg + 2BuFc + 4Clyg
This reaction can be controlled by the potential difference between the
aqueous and the organic phase (1,2-DCE). When the potential difference is

enough to cause the butylferrocene oxidation, the associated reduction of

aqueous phase tetrachloropalladate(Il) anion yields metal nanoparticles in the

interface and butylferricinum cation (BuFc*) in the organic phase. Cell 2,

mentioned above, was used to study this process.
To obtain comparative results it was deemed important to compensate the
solution phase resistance and the reference electrode drift, frequently observed
when using low polarity solvents such as 1,2-DCE. Perchlorate ion was added to

the aqueous solution as an internal reference to perform the resistance

compensation. This anion does not react with palladium species’® and its
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interfacial transfer occurred at a potential where no deposition was observed?®.

In this way, a precisely controlled overpotential can be applied3®.

It is important to emphasize that the acquisition of spectroscopic data can
be performed over a wide UV-Vis spectra range, from which we can select the
most representative wavelength of the process. The absorbance maximum for
aqueous phase tetrachloropalladate(Il) is observed at 453 nm (Figure 4.4).

Therefore, Pd nanoparticles synthesis can be followed selecting this wavelength.

1.6

1.4f

400 500 600 700 800
Wavelength / nm

Figure 4.4 Tetrachloropalladate(Il) spectrum in aqueous solution

Figure 4.5.a shows the voltabsorptogram at 453 nm obtained during a cyclic
voltammetric scan between 0.00 V and +1.00 V at 0.01 Vsl The slit was placed
in a fixed position, allowing the light beam to pass close to the interface in the
aqueous phase. Changes in absorbance are related to the electrochemical reaction

taking place during the potential scan.

As shown in Figure 4.5.a, when the aqueous phase is positively polarized with
respect to the organic one, a decrease in absorbance from +0.40 V onward is
observed, which is attributed to depletion of tetrachloropalladate(Il). During the
backward scan, the concentration of Pd(II) complex continues decreasing until

reaching +0.55 V. From that potential onward is observed.
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Figure 4.5 Voltabsorptometric experiment performed by scanning Cell 2
between 0.00 V and +1.00 V at 0.01 V s, placing the slit in a
fixed position in the aqueous phase close to interface. a)
Voltabsorptogram at 453 nm obtained during the cyclic
voltammetry and the same response in the absence of PdCL* in
Cell 2. b) Spectra recorded during the forward scan. c¢) Spectra
recorded during the backward scan.

The evolution of the spectra during the forward and backward scans gives a
more detailed picture of the chemical reactions taking place at and near the
interface. Figure 4.5.b shows the spectra obtained at the aqueous side of the
ITIES during the forward scan. As can be seen, a decrease in absorbance around
453 nm corresponding to the depletion of tetrachloropalladate(Il) at the L/L
interface takes place. It is noteworthy that it is not expected the ion transfer of
this anion in the potential range investigated here3’. In fact, we did not observe
ion transfer when the experiment is performed in the absence of BuFc in cell 2

(Figure 4.5.a). In contrast, on the backward scan (Figure 4.5.c) we can see a

strong increase of absorbance at shorter wavelengths that cannot be related to
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the regeneration of the original species but to another compound with a
completely different spectrum. A band centered at 350 nm is observed with an
absorbance 1 order of magnitude larger than that of the initial cell contents. The
spectrum of Pd cluster generated by radiolysis3® is in full accordance with this
spectrum registered in the backward scan. Henglein and Michaelis observed
absorption bands in the range between 300 and 400 nm, corresponding to
colloids with a broad size distribution ranging between 1 and 4 nm. Therefore,
we can deduce that the species observe during the backward potential scan are

palladium cluster.

To understand better the electrochemical reaction at the interface, the same
experiments were repeated but observing this time the organic phase. Figure 4.6
shows (a) the voltabsorptogram at 300 nm, (b) the spectra obtained in the
forward potential scan, and (c) in the backward scan. In a general overview, a
maximum absorption peak around 300 nm and a broader band centered at 620
nm can be noticed, these bands are characteristic of the butylferricinium cation,
Figure 4.7, that shows the evolution of the spectra of the couple BuFc/BuFc*
during a spectroelectrochemical experiment on a Pt solid electrode. Therefore,
from the complete coincidence of the spectra recorded in the L/L experiment
and in the solid/liquid experiment, we can conclude that the compound
generated during the forward scan and at the beginning of the backward scan is
BuFc* and no spectral evidence of PdCls* transfer is observed (Figure 4.06).
When the potential is reversed, the spectra slightly decrease due to the diffusion

of BuFc* to the bulk solution, (Figure 4.6.c).

Absorbance changes are more clearly seen by plotting the absorbance at
300 nm versus the potential difference between the two immiscible phases
(Figure 4.6.2). The voltabsorptiogram in the absence of PdCls? is also shown in

Figure 4.6.2 and it confirms that no BuFc* is formed in that case.

The voltabsorptiogram in the presence of PdCls? shows the increase in
absorbance during the forward scan and during the backward scan up to a

potential of +0.80 V. During the backward scan, from +0.60 V to more negative
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potentials, BuFc* absorbance decreases slightly because of diffusion to the bulk
solution and, contrary to the response of the aqueous solution, no increase of
absorbance is observed. Therefore, we can conclude that Pd clusters are only
observed in the aqueous phase; these clusters have been generated
electrochemically at the interface but then desorbed into the aqueous bulk. This
desorption process is preferential toward the aqueous solution and seems not to

take place toward the organic solution.
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Figure 4.6 Voltabsorptometric experiment performed by scanning Cell 2
between 0.00 V and +0.90 V at 0.01 V s, placing the slit in a
fixed position of the organic phase close to interface. a)
Voltabsorptogram at 300 nm obtained during a cyclic
voltammetry and the same response in the absence of BuFc in
Cell 2. b) Spectra recorded during the forward scan. c¢) Spectra
recorded during the backward scan.
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Figure 4.7 Evolution of butylferricinium cation spectra recorded

during a voltammetry using a solid Pt working electrode, by
scanning the electrode potential between 0.00 V and +0.90
Voat 010 V s! in a 20 mM BuFc and 20 mM
BTPPATPBF2 1,2-DCE solution. Initial solution was taken
as reference spectra. Absorbance increases with potential.

Next, we studied the electrosynthesis of Pd NPs by chronoamperometry,
applying +0.50 V beyond the perchlorate reverse peak (taken as an internal
reference) for 180 s. When the slit is placed in a fixed position, close to the
interface in such a way that the light beam passes parallel and adjacent to the
interface sampling the aqueous phase, a decrease of absorbance at wavelengths
related to the Pd clusters were observed (Figure 4.8.a), as in the potentiodynamic
experiments. Therefore, during the chronoamperometry, the reduction of the
anion in the aqueous phase in the vicinity of the interface results in generation of
both interfacial Pd nanoparticles and soluble Pd clusters. As adsorption energy

depends on particle area, it should lead to size segregation, with smaller particles

displaced from the interface by longer ones37".

Figure 4.9 compares the evolution of absorbance at 320 nm and 450 nm
related to the concentration of PdCl42, and the evolution of the absorbance at
370 nm, corresponding to the generation of palladium clusters. As can be seen,
there is a clear contribution to the absorption spectra of cluster, especially for
longer times, demonstrating that during the reduction of PdCls*, Pd
nanoparticles are formed not only at the interface, but also as soluble clusters that

diffuse into the bulk solution.
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Figure 4.8 Chronoamperometric experiments applying +0.50 V beyond the
perchlorate reverse peak to cell 2 for 180s. a) Spectra recorded
sampling the aqueous phase at different times. Inset: Zoom of
the spectral region where the clusters absorb. Spectra recorded
in a single experiment while the slit is being moved at 31 um-s-!,
b) from the aqueous solution to the interface, and ¢) from the
interface to the organic phase.
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Figure 4.9 Evolution of the absorbance with time at 320, 370 and 450
nm during a chronoamperometry experiment, applying + 0.5
V beyond the perchlorate reverse peak for 180 seconds.
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To illustrate the spatial nature of the nature of the spectral response, the
same experiment was performed while scanning the slit in the space from the
aqueous solution close to the interface to the organic phase. The spectra obtained
during the scan are plotted in Figure 4.8.b and Figure 4.8.c. the signal obtained in
the organic phase corresponds to generation of butylferricinium, whose
concentration decreases as the beam is moved away from the interface. Likewise,
a gradient with distance is observed for the absorbance changes in the aqueous
phase related to the reduction of PdCls? (bands around 320 and 450 nm diminish
with time) and the generation of Pd clusters (band around 370 nm increase with

the time). The spatial spectroscopic response confirms that:

1. The reduction of the Pd complex takes place with simultaneous

oxidation of butylferrocene

2. 'The metallic Pd NPs and clusters generated are deposited not only

at the interface but also diffuse into the aqueous solution.

The existence of these clusters of Pd has been verified in previous studies
performed in the research group?’l, in which, transmission electron microscopy
analysis was performed to understand the morphology of the colloidal palladium
particles generated. In that study it was observed that samples collected from the
solution close to the interface in the aqueous phase after a chronoamperometric
experiment for long time (900 s) shows the presence of clusters with an average

diameter of 1.49 * 0.36 nm.

It was also observed that Pd NPs deposited at +0.5 V beyond the
perchlorate reverse peak are composed of aggregates of smaller particles, that
have desorbed from the interface, and the size of the Pd nanoparticles that form
aggregates varies slightly with the applied overpotential, being bigger as bigger is

the applied overpotential.

This conclusion is consistent with previous studies of nanoparticles

adsorption at the liquid-liquid interface, which have shown that the dependence
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of adsorption energy on particle area leads to size segregation, where smaller

particles are displaced from the interface by larger ones370.

4.1.4 Conclusions

A new analytical device has been developed that allows us the study of
chemical processes taking place when a potential difference is applied to a L/L
interface. A single experiment allows us to observe not only ion transfer across a
polatrized ITIES but also electron transfer between compounds through the L/L

interface. This technique is denoted as spatial scanning spectroelectrochemistry.

The technique has been successfully validate using the transfer of
Ru(bpy);** through the water/1,2DCE interface as model system. This technique
has then been applied to follow the electrodepositon of Pd NPs. PdCls?
concentration in the aqueous phase decreases simultaneously with the
concentration of n-butylferrocene in the organic phase. It enabled us to observe
the formation of Pd nanoparticles, which are deposited at the L/L interface, and
small Pd clusters that desorb and are found in the aqueous phase. These soluble
clusters are displaced from the interface during the reduction of PdCl4*. The Pd

reduction process is irreversible under the conditions investigated in this thesis.
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4.2 Spatial Scanning Spectroelectrochemistry at solid/liquid interfaces.

4.2.1 Introduction

Spectroelectrochemistry can be defined as an instrumental technique that
combines 7n-situ spectroscopic and electrochemical measurements obtained
during a chemical process. Most times, the chemical reaction is electrochemically
controlled, using the optical signal to obtain molecular information about the
chemical process. Among the different possible experimental set-ups, UV-Vis
absorption spectroelectrochemistry has been widely used for decades for a better
understanding of complex mechanisms of reaction in inorganic33.307.372,373)
organic?7374375 and biochemicall63-320.376-378 systems. For this purpose, a number
of spectroelectrochemical cells have been developed305,308,311,327,328,338,579 "The two
main experimental arrangements of the working electrode respect to the light
beam consist of the measurement of the intensity attenuation of a light beam that
passes: 1) normal or 2) parallel to the electrode surface. Normal arrangement can
only be proposed either for optically transparent electrodes which are limited to
only few transparent conductive materials or for a reflection configuration.
However, parallel arrangement measurements can be performed with any kind of
material as electrode. Besides, this second arrangement is also very advantageous
because the optical pathway, equal to the length of the working electrode, is
dramatically higher compared to that in normal configuration, equivalent to the
length of the diffusion layer. Moreover, the combination of
spectroelectrochemistry with piezoelectric positioners, named as spatial scanning
spectroelectrochemistry, can be used to sample the solution adjacent to the
electrode at controlled distances in such a way that the evolution of the
concentration can be measured not only with time but also with distance from
the electrode. In previous section, this approach has demonstrated to be
extremely useful to sample the two different phases during a L/L
electrochemistry experiment. Here, we extend the usefulness of spatial scanning
spectroelectrochemistry, using a similar set-up, to the study of the spectra

evolution at different distances from electrode surface during electrochemical
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experiments carried out at a solid electrode. The new spectroelectrochemical

device works as a long-optical pathway cell in parallel arrangement (Figura 3.45).

First, we have used o-tolidine, usually employed as reference system in
spectroelectrochemistry, to validate our long-optical pathway
spectroelectrochemical cell. Next, the validated set-up has been used to study the
clectrochemical ~mechanism of reaction of ¢-vanillin  (2-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde, 0-Va) that is a positional isomer of vanillin (4-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde), a plant natural product used as food flavoring agent with
known therapeutic activities!?!. The two species have antioxidant properties at
milli-molar concentrations!?, being ¢-Va a more effective free-radical quencher
than wvanillin at concentrations up to 10 mM. More recently, it has been
demonstrated that the redox activity of hydroxylbenzaldehydes makes them
suitable as chimosensitizers, enhancing the activity of antifungal agents, being o-
Va one of the most effective?””. Additionally, ¢-Va has been employed as ligand
for transition metals, forming stable complexes with therapeutic potential, mainly
involved in redox or electron-transfer processes®%-31. Regarding these properties,
the investigation of the redox behavior of ¢-Va has special interest. The
electrochemical characterization by cyclic voltammetry of this compound is
included in the study of its copper complex 382. Other authors have analyzed the
electrochemical properties®? and the catalyzed redox oligomerization reactions38
of the vanillin isomer in aqueous media. Due to its potential therapeutic
applications, the behavior of ¢-Va in dimethylsulfoxide solution is relevant

because this is the solvent commonly used for biological assays.

4.2.2 Experimental section

4221 Chemicals

o-Tolidine (Sigma-Aldrich), o-vanillin (Sigma-Aldrich),
tetrabuthylammonium hexafluorophosphate (TBAPF¢, Merck), dimethylsulfoxide
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(DMSO, Fischer Chemical), acetic acid (Acros) and perchloric acid (Acros) were
analytical grade and were used as received without further purification. Water
with a resistivity of 18MCQ cm (Milli-Q purification system, Millipore), was used
to prepare aqueous solutions. For safety considerations, all handling and

processing were performed carefully.

4.2.2.2 Instrumentation

The new spectroelectrochemical cell (Figura 3.46), developed to measure in
parallel arrangement using a mobile slit, is based on the one previously described
for L/L. measurements in section 3.6.1. In this work, a solid electrode substitutes

one of the liquid phases:

Spectroelectrochemical experiments were carried out using a PGSTAT
302N potentiostat, mentioned in section 3.3.1.5, coupled to a QE65000
Spectrometer (section 3.3.1.3). The light beam, supplied by a DH-2000
Deuterium-halogen light source (section 3.3.1.1), was guided to, and collected
from, the spectroelectrochemical cell by 230-um diameter optical fibers (section
3.3.1.2). The three-electrode system consists of a flat glassy carbon working
electrode, an Ag/AgCl/3M KCl reference electrode, section 3.4.2, and a platinum

wire auxiliary electrode.

4.2.2.3 Computational methods

The geometry of all the species under study were optimized using the
Becke's three parameters hybrid density functional®> with the gradient-corrected
correlation functional due to Lee, Yang, and Parr3¢ a combination that gives rise
to the well-known B3LYP method. The cc-pVTZ3¥7 basis set was used for H and

C, whereas the aug-cc-pV'TZ387.388 basis set was utilized for O.

In order to facilitate the comparison of theoretical results with experimental
data, geometry optimizations and calculation of properties are performed
including solvent effects (DMSO) through the Polarizable Continuum

Model382.39,
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The Hessian matrix of the total energy with respect to the nuclear
coordinates of every molecule was calculated at the same level of theory and was
diagonalized to verify whether they are local minima or saddle points on the

corresponding potential energy surfaces.

The electronic spectra of all the species in DMSO were calculated using the

time dependent density functional theory (DFT)¥1.

All the calculations were carried out with the Gaussian 03 package®2.

4.2.3 Validation of the experimental set-up

One of the goals of this work was to develop a new UV-Visible absorption
long optical pathway spectroelectrochemical cell (Figura 3.46) coupled with a
spatial scanning spectroelectrochemical device (Figura 3.45). This new device was
evaluated ~ with  o-tolidine,  widely = used  as a  model in

spectroelectrochemistry319-322,323,338,393 hecause it exhibits a fast and reversible two

electron transfer and has a large molar absorption coefficient in water, €= 60670

M- cm! at 438 nm?3?7.

Figure 4.10 shows the spectroelectrochemical signals recorded during a
cyclic voltammetric experiment, scanning the potential between +0.50 and +0.80
V at 0.005 V sl in a 10+ M o-tolidine solution with 1 M perchloric acid and 0.5
M acetic acid as supporting electrolyte. In this first experiment, the light beam
goes through the solution sampling the solution adjacent to the electrode without
moving the light beam away from the electrode surface. Therefore, the distance
between the light beam and the electrode surface can be considered as zero. As
was expected, the voltammogram (Figure 4.10.a) shows the reversible 2-electron
transfer of the o-tolidine/o-tolidinium cation couple. Figure 4.10.b shows the
evolution of corresponding spectra registered during this experiment. As can be
seen, the 3-D plot displays spectral information about the chemical system; that
is, o-tolidine is oxidized to the absorbent ¢-tolidinium cation with a2 maximum of
absorbance centered at 438 nm, cation that is subsequently reduced when the

potential is scanned back to the initial value. Figure 4.10.c shows the

138 Daniel Izquierdo Bote



Results and Discussion

voltabsorptogram at the wavelength of the maximum absorbance, 438 nm. The
pertinent increase of absorbance during the anodic scan and the later decrease in
the cathodic scan is observed. The total concordance between the experimental
responses and the expected ones described elsewhere3%* proves the correct
performance of the new long-optical pathway cell when the slit is placed in a

fixed position with the light beam passing parallel and adjacent to the electrode.
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Figure 410  Spectroelectrochemistry signals obtained in 10-4 M o-
tolidine/0.5M CH3;COOH and 1M HCIO;, solution duting a
cyclic voltammetric experiment between +0.50 and +0.80 V at
0.005 V s (a) Cyclic voltammogram, (b) 3D plot
absorbance/potential (time) /wavelength, and (©)
voltabsorptogram at 438 nm.
In order to obtain spatial information about the products generated during
the o-tolidine oxidation, a chronoamperometric experiment was performed

sampling the absorbance spectra at different distances from the electrode surface.

In this case, the collimated light beam is moved from 1100 um away from the
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electrode surface toward the electrode surface at a rate of 15 um-s'. A potential
of +0.80 V was applied for 75 s and UV-Vis absorption spectra were

simultaneously registered during the potential step.

Figure 4.11 shows the spectra recorded at different distances from the
electrode surface during the experiment. As can be observed, an absorbance band
around 438 nm, corresponding to ¢-tolidinium cation, evolves when the light
beam samples the solution closer to the electrode. The absorbance decreases
when the light beam moves away from the electrode surface. When the light
beam is far enough, out of the diffusion layer, no absorbance bands are
appreciated. This result reproduces the spatial distribution of ¢-tolidinium cation

along the diffusion layer.

Thus, we have demonstrated that using this new device we can precisely
control the position of the light beam respect to the electrode surface. When the
light beam is placed in the bulk solution there is no change of absorbance, but
when it is near to the electrode surface, information related to the spatial
distribution of the products generated and/or consumed on the electrode can be
obtained, in this case only the generation of the single absorbent species in

solution, ¢-tolidinium cation, is observed.
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Figure 411 3D plot absorbance/wavelength/distance from the
electrode surface obtained during a chronoamperometric
experiment at +0.80 V during 75 s in 104 M o-tolidine /
0.5M CH3COOH and 1M HCIOj solution. Slit scan rate of
15 wm s
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4.24  Study of o-Vanillin electroreduction mechanism

Once we have shown the good performance of the new cell using a
reference system, we have used the new device to study the electrochemical
reduction of ¢-Va in presence and absence of oxygen. This electrochemical
process is a good example to show the utility of spectroelectrochemistry and, in
particular, the usefulness of spatial scanning spectroelectrochemistry in parallel

configuration, in order to understand the mechanisms of reaction.

For this purpose, we have started this study performing different cyclic
voltammetry experiments fixing the position of the light beam close to the
electrode surface. Initially, the potential was scanned in the cathodic direction to
observe the reduction of 0-Va, trying to shed more light on the products
generated during this electrochemical process. Figure 4.12 shows the
spectroelectrochemistry responses obtained for a cyclic voltammetry experiment
where the potential was scanned at 0.01 V s from 0.00 V to -0.90 Vin a 10+ M
0-Va solution with 0.1 M TBAPF¢ as supporting electrolyte using
dimethylsufoxide as solvent. The solution was deoxygenated with nitrogen for 5
minutes before starting the experiment. Figure 4.12.a shows the voltammogram
registered during this spectroelectrochemistry experiment where an irreversible
reduction peak is observed during the cathodic scan around -0.70 V. The
corresponding spectral changes are summarized in the 3D plot (Figure 4.12.b). A
band centered at 410 nm evolves during the forward scan that decreases during
the backward scan. This band has to be related to reduction products of ¢-Va.
The corresponding voltabsorptogram at 410 nm (Figure 4.12.c) provides much
more information about the evolution of the absorbance during the potential
scan. As can be observed in Figure 4.12.c, absorbance at 410 nm increases
progressively while the potential applied is lower than -0.65 V yielding a product
that is not readily oxidized in the backward scan. During the backward scan,
absorbance at 410 nm decreases when the potential applied is higher than -0.65
V. In this case, absorbance decreases because of the diffusion of the product of

the reduction reaction to the bulk solution but not because an electrochemical
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oxidation is occurring. Derivative voltabsorptogram at 410 nm, Figure 4.12.d, is
very similar to the cyclic voltammogram (Figure 4.12.a) supporting the
conclusion extracted from the electrical signal. Thus, there is no oxidation during
the backward scan and the electrochemical reaction can be considered as

irreversible.
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Figure 4.12  Spectroelectrochemistry signals obtained in a 104 M ¢-Va

solution with 0.1 M TBAPFs in DMSO during a cyclic

voltammetric experiment. The potential was scanned at 0.01

V-st from +0.00 V to -0.90 V (a) Cyclic voltammogram, (b) 3D

plot  absorbance/potential  (time)/wavelength, and (¢

voltabsorptogram at 410 nm.

In order to obtain spatial information about the products generated during
the ¢0-Va reduction, chronoamperometric experiments at -0.90 V were performed
sampling the solution close to the electrode at different distances from the

electrode surface. In this case, the collimated light beam is moved from a

position 1500 um far away from the electrode toward the electrode surface at a
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rate of 10 um-s!. Figure 4.13 shows the spectra automatically recorded at
different distances during the reduction process. As it is expected from the
previous experiment (Figure 4.12), a band around 410 nm is observed during the
experiment when the light beam is approaching to the electrode, confirming the
generation of the same compound observed in the voltammetric experiment. The
shape of the absorbance band does not change at different distances from the
electrode, while the light beam is sampling solution inside the diffusion layer, and
therefore the product of the reaction (s-Va)) does not suffer any chemical

reaction.

A better understanding of the experimental signals obtained during
reduction of ¢-Va required the use of TDDFT calculations. In this way we have
calculated the theoretical spectra of the suggested products of the electrochemical
reactions. Comparison of TDDFT-theoretical results with
spectroelectrochemistry experimental data provides valuable information that
helps us to assign the band that evolves in the UV-Vis spectra, and to shed more

light on this reaction mechanism.

The calculated and experimental electronic spectra of ¢-Va in DMSO have
been previously compared®. Thus, ¢-Va exhibits two absorption bands. The first
one, centered at 340 nm, is assigned to a transition from the highest occupied
molecular orbital (HOMO) to the lowest unoccupied molecular orbital (LUMO),
whereas the band centered at 270 nm is assigned to a transition from the HOMO
-1 to the LUMO. Both, the HOMO -1 and the HOMO, present a bonding
character between groups of carbon atoms in the ring and a non-bonding
character in the oxygen atoms. On the other hand, the LUMO is mainly non-
bonding both in the carbon atoms in the ring and in the oxygen atoms.
Regarding the reduction products of o¢-Va, the spectrum plotted in the
absorbance-wavelength plane in the 3D plot of Figure 4.13 shows the simulated
spectra of reduced anion ¢-Va. This calculated spectrum shows a strong
absorption band at 421 nm identical to that observed experimentally at 410 nm.

This band can be attributed to the electronic transition from the HOMO to the
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LUMO + 3 in the alpha orbital space. From these results can be affirmed that
only 0-Va is generated during the electrochemical reduction of 0-Va, and
experimentally, the irreversible reduction of 0-Va is observed. Therefore, the
irreversibility of this process should be ascribed to a low electron transfer rate
constant. To verify this hypothesis, we have performed experiments in a wider

potential window.
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Figure 4.13. 3D plot absorbance/distance from the electrode
surface/wavelength obtained during chronoamperometric
experiment at -0.90 V during 150 s in 103 M ¢-Va solution
with 0.1 M TBAPF, in DMSO. Slit scan rate of 10 um-'s-.

Inset in absorbance-wavelength plane show the simulated
spectra of the reduced form of ¢-Va (0-Va).
Figure 4.14 shows the spectroelectrochemistry responses corresponding to
a set of cyclic voltammetry experiments performed at different scan rates. In all
cases, the initial potential was 0.00 V, that was scanned to -1.00 V during the
reduction scan; in the backward sweep, the potential was scanned to +0.60 V,
finishing the experiment at 0.00 V. All the experiments were performed in a 10-3
M 0-Va solution with 0.1 M TBAPF¢ as supporting electrolyte in deoxygenated
DMSO. Figure 4.14.a shows the corresponding voltammograms obtained at
0.005 V-s1,0.01 V-s1,0.02 V-s1, 0.05 V'st and 0.10 V's'l. Two peaks, one in
the cathodic scan around -0.70 V, and other in the anodic scan around +0.40 V,
are observed at the six scan rates. The intensity of the two peaks increases with

the square root of the scan rate. Figure 4.14 b shows the evolution of the spectra

at 0.005 Vs during the reduction process from -0.75 V to -1.00 V (blue thick
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lines) and during the corresponding oxidation process from -0.20 V to +0.25 V
through the anodic vertex (red thin lines). As can be observed in this figure, the
wave shape of the absorption band and the evolution of the spectra are very
similar, indicating an interconversion between the same compounds (0-Va-/0-Va).
During the cathodic scan, a band centered at 325 nm related to 0-Va (transition
from HOMO to LUMO) decreases concomitantly with the increase of another
band centered at 410 nm assigned to the reduced product, 0-Va- (transition from
the HOMO to the LUMO +3). During the anodic scan, the opposite behavior is
observed, indicating the transformation of o-Va  into ¢-Va. Moreover, the
isosbestic point at 360 nm is observed in both the reduction and oxidation

processes (inset Figure 4.14.b).

Figure 4.14.c shows the voltabsorptograms at the maximum of absorption,
410 nm, obtained at the different scan rates. As can be expected, and in
agreement with the cyclic voltammograms, the extent of ¢-Va reduction strongly
depends on the scan rate. The lower the scan rate is, the higher absorbance value
is obtained because more 0-Va is reduced. Absorbance values at 410 nm increase
when the potential applied is lower than -0.65 V| that is, when a high enough
reduction overpotential is achieved. Next, in the backward scan, from -0.60 V to
+0.30 V absorbance at 410 nm decreases because of the diffusion of the
reduction product to the bulk solution. From +0.30 V onward the oxidation of o-
Va- takes place as was evidenced by the electrical signals, yielding a deep change
in the slope of the absorbance when it is decreasing. Finally, a constant value of
absorbance is recovered at the end of all the experiments. This constant value is
almost the initial zero value of absorbance at slower scan rates, 0.005 and 0.01
V-s'l. However, at higher scan rates, the final value of absorbance is clearly
different from zero because the reduced form of ¢-Va that has diffused away
from the diffusion layer cannot return entirely to be reoxidized. Therefore, taking
into account the backward scan, we can observe that the faster the scan rate, the
smaller the change in absorbance due to the diffusion is. Moreover, this behavior

is typical of an electrochemically irreversible process.
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Actually, derivative voltabsorptograms at 410 nm (Figure 4.14.d) and cyclic

voltammograms behaviors (Figure 4.14.a) are very similar. Thus, the optical signal

confirms the two redox processes observed in the electrical signal. However,

whereas the electrical signal does not provide molecular information, the

spectrum provides very suitable information about the electrochemical process,

indicating in this case, that the oxidation process is completely correlated with the

reduction one.
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Figure 4.14  Spectroelectrochemistry  signals  obtained  during  cyclic

voltammetry experiments at different scan rates in a 103 M 0-Va
solution with 0.1 M TBAPFs in DMSO. The potential was
scanned from +0.00 V to -1.00 V, returning to +0.60 V and
finishing at the initial potential, 0.00 V. (a) Cyclic
voltammograms, (b) spectra evolution during the experiment
performed at 0.005 V-s', (c) voltabsorptograms at 410 nm, and
(d) derivative voltabsorptograms at 410 nm. Inset in (b) is a
zoom of the spectra evolution between 300 and 400 nm.

To confirm that 0-Va- is oxidized at +0.30 V, we compare two experiments

in which the scans start in different direction. Figure 4.15 shows two
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spectroelectrochemistry experiments obtained in a deoxygenated solution of 10-3
M o¢-Va with 0.1 M TBAPFs as supporting electrolyte in DMSO. In both
experiments, the scans start at 0.00 V and the potential window was set between -
1.00 V and +0.60 V. The only difference between these two experiments is that
in one of them the cycle starts in the anodic direction and in the other one starts
in the cathodic direction. The two cyclic voltammograms (Figure 4.15.a) show
the same shape, finding the main difference in the oxidation peak intensity,

significantly higher when ¢-Va has been previously reduced.
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Figure 415  Spectroelectrochemistry signals obtained at 0.01 V-s in a
10-3 M 0-Va solution with 0.1 M TBAPF in DMSO, starting
the experiment in the cathodic direction (blue line) and in
the anodic direction (red line). The potential window was
from -1.00 V to +0.60 V, starting and finishing both
experiments at 0.00 V. (a) Cyclic voltammogram, and (b)
derivative voltabsorptograms at 410 nm.

Thus, in the experiment starting in the cathodic direction (blue line in
Figure 4.15.a) first, 0-Va is reduced to generate 0-Va, which is subsequently
oxidized in the backward scan at potentials higher than +0.30 V. When the
experiment starts through the cathodic direction, the derivative voltabsorptogram
at 410 nm (blue line in Figure 4.15.b) shows the same behavior that the
voltammogram, with an intense oxidation peak around +0.36 V. In the
experiment starting in the anodic direction (red line in Figure 4.15) the general
behavior is very similar to the previous one, with a cathodic peak around at -0.73

V and an anodic peak around +0.36 V. The main differences are detected in the

anodic scan because the anodic peak, in both the voltammogram and in the
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derivative voltabsorptogram, is significantly lower in the experiment starting in
the anodic direction than in the experiment starting in the cathodic one. This fact
can be explained because 0-Va- has not been previously generated and it cannot
be reoxidized in the anodic scan. In this case this anodic peak should be only
related to ¢-Va oxidation. Oxidation of vanillin derivatives has been previously

studied by Compton and co-workers383.

It is well known that the superoxide emerges in DMSO solutions when the
media is not deoxygenated because oxygen is reduced in these solvent in a one-
electron process?+39. Here we present the study of the reduction of ¢-Va in
presence of oxygen evidencing the power of spectroelectrochemistry to analyze
electrochemical processes. Figure 4.16, shows the comparison between the
spectroelectrochemical responses obtained in two different experiments, one
carried out in a non-deoxygenated solution and the other performed in a solution
deoxygenated by a nitrogen flux during 15 minutes. The other experimental
conditions are equal for the two experiments. A cyclic voltammetry is performed
at 0.010 Vs starting at 0.00 V in the cathodic direction in a potential window
between -1.00V and +0.60 V in a 2:10* M 0-Va solution with 0.1 M TBAPFs as
support electrolyte in DMSO. Simultaneously, the absorption spectra evolution is
registered. Figure 4.16.a shows the comparison between the cyclic
voltammograms in presence (blue line) and in absence (red line) of oxygen. As
can be seen, a new reversible redox couple is observed at -0.77 V in the
experiment in presence of oxygen, that is related to the reduction of oxygen in
DMSO to generate superoxide indicating that the mechanism of reaction is

clearly different.

The presence of oxygen also provokes that the absorbance at 410 nm,
related to 0-Va-, achieves higher values than in deoxygenated solutions (Figure
4.16.b). Therefore, we can deduce that the well-known property of o-Va as
scavenger of free radicals plays an important role in the process!?%3%. In the
reduction scan, the dissolved oxygen in the solution is electrochemically reduced

to superoxide, O5. Then, 0-Va molecules are chemically reduced neutralizing the
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superoxide generation. For this reason, a higher amount of ¢-Va is reduced to o-
Va, as can be seen in Figure 4.16.b. Therefore, 0-Va is formed electrochemically
in the deoxygenated solution (red lines, Figure 4.16) and chemically in the
oxygenated media (blue lines, Figure 4.16), that leads to a smaller oxidation peak
around +0.40 V in the deoxygenated than in the oxygenated experiment, because

less amount of ¢-Va is reduced due to the absence of superoxide.
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Figure 4.16  Spectroelectrochemistry signals obtained in a 103 M 0¢-Va
solution with 0.1 M TBAPFs in DMSO during a cyclic
voltammetry  experiment. The solution was non-
deoxygenated (blue line) and deoxygenated (red line). The
potential was scanned at 0.01 V-s from +0.00 V to -1.00 V,
returning to +0.60 V and finishing at the initial potential,
0.00 V. (a) Cyclic voltammograms, and (b)
voltabsorptograms at 410 nm.

4.2.5 Conclusions

A new long optical path-length cell for UV-Vis spectroelectrochemistry has
been developed. This cell has demonstrated to be very useful in the study of
electrochemical processes, allowing us to obtain not only time-resolved spectra in
a fixed position close to the electrode but also information about the distribution
of the reaction products at different distances from the electrode surface. First,
the cell has been wvalidated using a simple electrochemical couple such as o¢-
tolidine/o-tolidinium cation. Next, the study of the electrochemical processes
occurred during oxidation and reduction of ¢-Va was accomplished. Comparison

between experimental and theoretical results indicates that the reduction of 0-Va
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proceeds through the production of the carbanion in an irreversible
electrochemical reaction. The presence of oxygen in the reaction media changes
substantially the reduction process of 0-Va being linked to a chemical reaction
with the electrogenerated superoxide. Therefore, spectroelectrochemistry has
been proven to be also very useful to elucidate the mechanism of reaction of 0-Va

when it acts as antioxidant.
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4.3 Bidimensional Spatial Scanning Spectroelectrochemistry  at

solid/liquid interfaces.

4.3.1 Introduction

Spectroelectrochemistry (SEC) is a powerful instrumental technique that
combines two classical analytical techniques, such as electrochemistry and
spectroscopy, to obtain 7z situ chemical information 153.37-401 about the reactions
taking place during an electrochemical experiment. Usually, the electrochemistry
technique controls the chemical process, while the spectroscopy one provides
molecular information about chemical compounds involved in the process being
complementary to the electrochemical information achieved from the electrical
response. Since 1964, when Kuwana proposed this technique!#?, many
approaches using different experimental setups!64265.287,288,298,402.403 have been
proposed to improve the quality and significance of the spectroelectrochemical
experiments, trying to shed more light on the processes involved in the

electrochemical reactions.

UV-Vis absorption spectroelectrochemistry can be performed in two
different optical configurations taking into account the position of the light beam
with respect to the working electrode: normal®0>311 and paralle]326:328,393
arrangement. On the one hand, in normal configuration the light beam goes
through the diffusion layer perpendicularly to the working electrode surface. In
this case, a transmission 314332 or a reflectance 393313 experimental set-up can be
used. On the other hand, in parallel configuration, also known as long-optical-
pathway configuration, the light beam passes parallel to the electrode surface,
with the light beam sampling the adjacent solution to the electrode surface
328333404, Hach configuration provides different type of information about the
processes occurring at the electrode surface. Normal configuration mainly
supplies information about the whole diffusion layer, including the compounds
adsorbed or crystallized on the electrode surface, but also a small contribution of

species in the solution near the electrode can be detected. However, parallel
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configuration only provides information about the processes occurring in the
solution close to the electrode. Besides, this second arrangement guarantees a
longer optical pathway than in normal configuration. The main drawback of
parallel configuration is that it is insensitive to adsorption/ctystallization

phenomena taking place on the electrode surface.

Usually, only one of these configurations is chosen depending on the
chemical problem, but in many cases both kinds of information are necessary to
fully understand the chemical system studied. In this respect, bidimensional
spectroelectrochemistry?® (BSEC) allows us to perform simultaneously
measurements in the two configurations, obtaining in only one experiment a
more complete picture on the electrode processes. The main disadvantage of
BSEC is the complexity of the spectroelectrochemical cells to get reproducible
and good enough experimental results. In this work, on one side we use a simple
three electrode system placed in a spectrophotometric cuvette together with a
reflection probe for normal configuration measurements. On the other side we
use piezoelectric positioners to control the position of a slit that allows us to
place the light beam adjacent to the electrode at controlled distances. Thus,
although parallel beam alignment is usually very complex and troublesome, by
using this new approach, previously tested with liquid/liquid interfaces and with
the study of the electrochemical reduction of ¢-Va, the experiments can be

performed in a very simple and easy way.

In a first step, o-tolidine has been selected as reference system to prove the
good performance of this new spectroelectrochemical set-up 2003384095 Finally,
BSEC has been used to study the electrochemical mechanism of reaction of Cu-o-
Va complex, [Cu(o-Va)2(H20)2] (»-Va = ¢-Vanillin, 2-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde). This complex is an antimutagenic, anticarcinogenic agent
and exhibits superoxide dismutase (SOD) mimic properties. These well-known
properties are typical of several complexes with copper as metal center 90-92406-
#2. Copper is attached with antitumoral compounds, as Schiff bases used as

ligands, many of them derived of ¢-vanillin. This ligand has demonstrated to have
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antimutagenic and carcinogenesis inhibitory activities 86-8%101, Moreover, it is an

antioxidant agent and scavenger of free radicals 396413,

In this work we report the wusefulness of the new BSEC
spectroelectrochemical  setup (Figura 3.47) proposed to understand the

electrochemistry of [Cu(o-Va)2(H20)2] in dimethylsulfoxide solution.

4.3.2 Experimental section

4.3.2.1 Chemicals and Materials

o-Tolidine (Sigma-Aldrich), o-vanillin (0-Va, Sigma-Aldrich),
tetrabuthylammonium hexafluorophosphate (TBAPF¢, Merck), dimethylsulfoxide
(Sigma-Aldrich), acetic acid (Acros Organics) and perchloric acid (Acros
Organics) are analytical grade and used as received without further purification.
[Cu(o-Va)2(H20)2] was prepared according to a reported synthesis procedure
382414 from equimolar amounts of ¢-Va and Cu(CH3COO)2. 0-Va was dissolved in
methanol and drop wise added, under continuous stirring to a 2:1 methanol:water
solution of Cu(CH3COO),. The mixture was stirred for 30 min, and it left to
stand at room temperature until bright yellowish green monocrystals were
obtained. Deionized water with a resistivity of 18MCQ cm (Milli-Q purification
system, Millipore, UK), is used to prepare aqueous solutions. Analytical grade
DMSO (Fisher Chemical) was used for prepared nonaqueous solutions. For
safety considerations, all handling and processing were performed carefully

particularly when o-tolidine and DMSO was used.

4.3.2.2 Instrumentation

Spectroelectrochemical experiments were carried out using a PGSTAT
302N potentiostat mentioned in section 3.3.1.5 coupled to two QEG65000
Spectrometers (section 3.3.1.3) one for each configuration. A DH-2000
Deuterium-halogen light source, (section 3.3.1.1) was connected to a bifurcated

fiber that is connected to a 450-um diameter optical fiber for the parallel
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configuration and a reflection probe, to obtain measurements in normal
configuration, the optical fibers and the reflection probe were described above in
section 3.3.1.2. The light beam is conducted by an optical fiber to a collimating
lens that is fixed to the slit holder. The light beam that samples the solution in
parallel configuration is collected by a collimating lens and it is conduced to the
spectrometer using a 450-um diameter optical fiber. Mass spectrometry

experiments were carried out using a Micromass AutoSpec described in section

3.3.1.6.

4.3.3 Results and discussion

4.3.3.1 Validation

The experimental set-up for BSEC measurements was validated using o-
tolidine. This well-known reference system for spectroelectrochemistry was
chosen because it exhibits a fast two electron transfer and a large molar
absorption coefficient in water, €= 60670 M1 cm™ at 438 nm?3?7 Figure 4.17
shows a validation experiment carried out by cyclic voltammetry, scanning the
potential between +0.45 V and +0.80 V at 0.005 V-s' in a 104 M o-tolidine, 0.5

M acetic acid and 1 M perchloric acid solution.
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Figure 4.17  Cyclic voltammogram from +0.45 V to +0.80 V at 0.005 V-s-!
in a 10 M o-tolidine, 0.5 M acetic acid and 1 M perchloric acid
solution
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The corresponding cyclic voltammogram (CV) obtained during
electroxidation of o¢-tolidine, with an anodic peak emerging at +0.65 V that is
related to the electrogeneration of o-tolidinium cation, and a reversible cathodic

peak at +0.61 V that is related to the reduction of this cation to ¢-tolidine.

The evolution of the spectra with time (potential) in normal and parallel
configuration, obtained during the electrochemical reaction, is shown in Figure
4.18.a, and Figure 4.18.b. In both figures the corresponding contour plots of
these 3D images are overlapped to a better understanding of absorbance changes.
In the two configurations, a characteristic maximum of absorbance at 438 nm
due to the generation of o-tolidinium cation can be observed. In the backward
scan, the absorbance values of this band decreases due to the regeneration of o-
tolidine. The main differences between the spectra in the two spectrophotometric
arrangements is the absorbance value, higher in parallel configuration due to the
longer optical path-way compared with that in normal configuration. This fact
makes more sensitive the parallel arrangement for studying electrochemical

processes in which only soluble compounds are involved.
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Figure 418 3D and contour plots of spectra evolution during a cyclic
voltammetry experiment. a) in normal configuration b) parallel
configuration. Potential was scanned from +0.45 V to +0.80 V
at 0.005 V-s1 in a 104 M o-tolidine, 0.5 M acetic acid and 1 M
perchloric acid solution.
Figure 4.19.a and Figure 4.19.b shows the derivative voltabsorptograms
(DCVA) at 438 nm obtained in normal and parallel configuration, respectively.

DCVA in normal configuration at the maximum of absorption is proportional to
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the current intensity?, thus, as it is expected, CV and DCVA in normal
configuration (Figure 4.17 and Figure 4.19.2) show the same shape. The good
agreement between these two signals indicates the good performance of the

spectroelectrochemical cell in normal configuration.

On the other hand, DCVA at 438 nm in parallel configuration and CV
(Figure 4.17 and Figure 4.19.b) show a different behavior because the optical
response in this arrangement is not only related to the amount of s-tolidine that
has been oxidized but also to the heterogeneous distribution of the o-tolidinium
cation in the solution that is sampled by the light beam?%. This is the main reason
that explains the different peak intensity of DCVA at 438 nm in parallel
configuration in the forward and backward scan. These results indicate the
suitable implementation of parallel configuration in the spectroelectrochemical

set-up proposed.
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Figure 419  Derivative voltabsorptogram a) in normal configuration, b) in
parallel configuration. Potential was scanned from +0.45 V to
+0.80 V at 0.005 V-s1 in a 104 M o-tolidine, 0.5 M acetic acid
and 1 M perchloric acid solution.

Furthermore, three chronoamperometry experiments were performed using
the spatial scanning approach in combination with bidimensional
spectroelectrochemistry to observe the distribution of the os-tolidinium cation
along the solution near to the electrode at different times, Figure 4.20. The first

experiment was a chronoamperometry at +0.80 V for 70 s. In this experiment the

parallel light beam is placed in a fix position close to the electrode surface. Figure
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4.20.a and Figure 4.20.b show the spectra evolution with time in the two optical
configurations, normal and parallel, respectively. In this case, the slit is not
moved along time and, therefore, the spectra in both arrangements exhibit the
same behavior, the only difference is the values of the absorbance, higher in the

parallel arrangement due to the longer optical pathway.

Figure 4.20.c and Figure 4.20.d show the spectra evolution in normal and
parallel configurations for the same chronoamperometry at +0.80V for 70 s.
Now, the slit is moved at 15 pm-s! during the experiment from a position 1.05
mm away from the working electrode surface to it. As can be observed, the 3D
surface related to the normal configuration (Figure 4.20.c) shows the same
behavior that the spectra of the motionless experiment (Figure 4.20.a). However,
spectra in parallel arrangement (Figure 4.20.d) shows a completely different
waveform, because the solution is sampled at different distances from the

electrode surface.

Finally, a third experiment was performed starting to move the slit from the
bulk solution to the electrode surface after applying the potential to the system.
Figure 4.20.e and Figure 4.20.f show the response obtained for the two optical
arrangements. In this case, +0.80 V were applied for 50 s and then the slit start to
move at 15 pm-s! towards the electrode surface during another 70 s. In this way,
in normal arrangement (Figure 4.20.¢) the generation of o-tolidinium cation can
be detected when the potential is applied and when the potential is no longer
applied. As can be seen when no potential is applied, from 50 s onwards, a
decrease of absorbance is observed. On the other hand, in the parallel
arrangement we can observe how o¢-tolidinium cation distributed, showing a
maximum concentration far away from the electrode surface (Figure 4.20.f) due
to the diffusion of generated products to the bulk solution and because the
change of the potential of the electrodes surface when it is leaved as an open

circuit.
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Figure 420 a) Normal arrangement and b) parallel arrangement in a
chronoamperometry at +0.80 V during 70 s without moving the
slit. ¢) Normal arrangement and d) parallel arrangement in a
chronoamperometry at +0.70 V during 70 s moving the slit at
10 pm-s? during the experiment €) normal arrangement and f)
parallel arrangement in a chronoamperometry at +0.80 V
(during 50 s and after applied potential the slit is moved during
70 s at 15 um-st).

158 Daniel 1zquierdo Bote



Results and Discussion

4.3.3.2 Study of Cu-0-Va

The behavior of the optical and electrical responses indicates that high
quality spectroelectrochemical measurements are obtained using the new BSEC
set-up. Therefore, it is possible to use it to study a much more complex chemical
system, as for example the electrochemical reaction mechanism of the Cu-s-Va.
For this purpose, cyclic voltammetry experiments were performed using a wide
potential window in order to obtain a whole picture of the redox processes in
which Cu-0-Va is involved. Solutions were thoroughly purged by passing dry N2
for 300 s before each experiment. Based on previous experiments, a potential
window from -0.70 to +1.30 V was selected, fixing the starting and ending
potential at 0.00 V where different electrochemical process took place. Using this
potential window, two voltammetric cycles at 0.01 V-s! were performed in a 10-3
M Cu-0-Va and 0.1 M TBAPFs DMSO solution. The spectroelectrochemistry

responses are summarized in Figure 4.21.

The CV of the first potential cycle (Figure 4.21.a, blue line) exhibits an ill-
defined reduction process around -0.50 V and a clear irreversible oxidation peak
at +1.18 V. Spectroscopic results provide complementary and very suitable
information about the processes taking place during this reaction. Comparison of
full spectra, shown as contour plots in normal and parallel configuration, Figure
4.21.b and Figure 4.21.c respectively, indicates a different behavior in the two
configurations. A representation of the current respect to time/potential has
been added at the left of the contour plot for an easier understanding of the
absorption bands. In the first cycle, the spectra in normal configuration (Figure
4.21.b, blue line in E-I plot) show two main absorption bands. The first one band

is observed at 475 nm, around -0.70 V, and the second one emerges at 510 nm,

around +1.10 V. Analyzing the spectra in parallel configuration obtained during
observe that only the absorption band at 510 nm is observed. Figure 4.21.d

shows the VA at 510 nm obtained during the first cycle for both configurations.

As can be observed, during the reduction process, the absorbance in normal
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configuration (Ax) at 510 nm is higher than the absorbance in parallel

configuration (Ap) at the same wavelength, indicating that an electrodeposition

process is taking place on the electrode surface. Therefore, we can conclude that

during the cathodic scan, the reduction from Cu(ll) to Cu(0) is taking place,

while the reduction to Cu(l) is not observed because no absorption bands are

observed in parallel configuration related to these processes. If the reduction

reaction took place only in solution, Ap should be higher than Ax because of the

difference of the optical pathways.
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a) Cyclic voltammogram and contour plots of absorbance
evolution with time (potential) in (b) normal and (c) parallel
configuration during two potential cycles. d) Voltabsorptograms
at 510 nm in normal and parallel configuration during the first
potential cycle. Two potential cycles from 0.00 V to -0.70 V and
back to +1.30 V, ending the experiment at 0.00 V, sweeping the
potential at 0.01 V-s-1. Experiment performed in 103 M Cu-0-Va
and 0.1 M TBAPFs DMSO solution.
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During the anodic scan, the CV (Figure 4.21.a, blue line) does not show any
defined oxidation peak due to the oxidation of Cu(0), but Ax around 475 nm in
the contour plot (Figure 4.21.b, blue line) shows a very small decrease of AN at
0.00 V that could be related to a very small oxidation of Cu(0). At more positive
potentials, +1.10 V, an irreversible peak is observed both in the CV and the VA
at 510 nm (blue line in Figure 4.21.a and Figure 4.21.d due to the oxidation of the
Cu-0-Va. In this case, Ap at 510 nm is higher than An (Figure 4.21.d) indicating
that this process is taking place only in solution. A similar behavior is observed in
a pure 0-Va solution, ascribing this oxidation peak to the oxidation of the 0-Va
ligand, as has been reported in previous works33. Finally, it should be mentioned
that at the end of the first potential scan, a reduction peak is observed around

0.00 V in the voltammogram, but any change in the spectral signals is observed.

Inspecting the spectroelectrochemical responses during the second
potential cycle a more complete map of the electrochemical reaction can be
obtained. Two additional reduction peaks are observed during the second scan in
the CV (Figure 4.21.a, red line). The first one at +0.06 V and the second one at
-0.30 V, together with the ill-defined peak around -0.50 V, previously observed in
the first cycle. During this second cycle, the reoxidation of Cu(0) at +0.05 V is
clearly detected together with a post-peak shoulder that could be related to the
reduction peak appearing at +0.06 V. Also, the oxidation peak of the ¢-Va ligand
of the copper complex is observed in the two cycles. Moreover, contour plots of
spectral responses in the second cycle (Figure 4.21.b and Figure 4.21.c) show
some relevant changes compared with the first cycle. The more significant
change is observed in the spectra evolution in normal configuration (Figure
4.21.b) where a very broad band around 720 nm is observed at potentials lower
than 0.00 V. This absorption band disappears at potentials higher than 0.00 V.
However, this absorption band at 720 nm is not observed in the spectra
registered in parallel configuration. Therefore, this broad band peaking at 720 nm

has to be ascribed to the generation of Cu(0) on the electrode, with the metal
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being subsequently redissolved, as can be deduced from the sharp peak in the

voltammogram at +0.05 V.

Consequently, from the spectra in normal configuration we can deduce that
two different processes occur on the electrode surface. First, the deposition of
nuclei of Cu(0) on the glassy carbon electrode during the first cycle (band at 475
nm, around -0.50 V), and next during the second cycle, the deposition of Cu(0)
on Cu(0) nuclei yielding a Cu(0) film (broad band at 720 nm). On the other hand,
in parallel configuration only the oxidation in solution of the ligand of the Cu-o-
Va complex is observed (band at 510 nm, around +1.10 V). It is noteworthy that
there is not any clear absorption band either in normal or parallel configuration

related to the reduction peak appreciated around 0.00 V.

In the previous experiment the concentration of Cu-0-Va was too high to
observe spectral changes below 475 nm, therefore we decide to decrease this
value to 5-10* M. In addition, the preceding study was performed starting the
experiment through the cathodic direction. To find out if this experimental
condition determines the spectroelectrochemical behavior explained above, now
we present a similar experiment but scanning the potential starting the
experiment in the anodic direction. Thus, we carried out a cyclic voltammetry in a
DMSO solution 5:10*4 M Cu-0-Va and 0.1 M TBAPFs, scanning the potential at
0.010 V-s1 from +0.60 V to +1.20 V and back to -0.70 V, finishing at the

starting potential, +0.60 V.

Figure 4.22 shows the three spectroelectrochemical responses obtained
during this experiment. The CV (Figure 4.22.a) in this case only shows the
irreversible oxidation peak at +1.10 V| the reduction peak at +0.06 V, another ill-
defined around -0.50 V and the oxidation peak at +0.05 V. As in the former
experiment, the sharp stripping oxidation peak at +0.05 V is overlapped with a
less intense diffusive peak. The evolution of the spectra in normal configuration
with the potential applied (Figure 4.22.b) confirms that the copper complex is
oxidized at +1.10 V, as can be deduced from the band evolving at 510 nm.

Additionally a narrow and well-defined absorption band emerges at 425 nm at
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potentials where no electrochemical reaction is taking place. This experimental
result must be explained as a chemical reaction of the oxidized Cu-0-Va complex

to form a new complex that is subsequently reduced at +0.06 V.

a) 142107,
12}
10t
8.
< 6
~—
— 4.
—_—
2.
0.
2+
-4
05 0 0.5 1
E/V (vs. Ag/AgCl)
b) c)
+0.60 R oos 1060 5
N ’ P |Mo2s
0.00 0.00
(%) (%] 0.15
<°’-o.7o 0 <°’-o.7o
= - 0.1
< <
: 0.00 002 <t 400 0.05
[’ (]
> > 0
= 004 =
> +0.60! > +0.60 -0.05
~ ~
w -0.06 LW 0.1
+1.20 +1.20
-0.15
-0.08

+0.60 0.2
500 600 700 800 + 500 600 700 80!

+0.60
* o - 0
I/A Wavelength /nm A/a.u. I/A Wavelength /nm A /a.u.

Figure 422  Spectroelectrochemistry responses obtained during the potential
scan in a 5104 M Cu-0-Va and 0.1M TBAPFs solution in
DSMO for a potential window from -0.7 V to 1.3 V. Scan rate:
0.010 V:s' (a) Cyclic voltammogram starting in anodic
direction, starting potential 0.00 V, (b) contour plot in normal
arrangement, (c) contour plot in parallel arrangement.

Contour plot of spectra in parallel configuration (Figure 4.22.c) confirms
this hypothesis because both bands, 510 nm and 425 nm, are also observed
indicating that both processes, oxidation of the complex and the next chemical
reaction, take place in solution. The main difference appreciated between the two
optical responses is observed in the cathodic region. As in the experiment shown

in Figure 4.21, the electrodeposition of Cu(0) is only observed in normal

arrangement (Figure 4.22.b), yielding a Cu(0) film on the electrode that is
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redissolved around +0.05 V as is evidenced in the sharp peak observed in the

backward scan of the CV (Figure 4.22.a).

The reduction peak at +0.06 V is attributed in the bibliography to a quasi-
reversible electron transfer process3$? for the redox couple Cull/Cul. Joining this
assighment to our results, we can suggest that the pristine Cu-¢-Va complex can
only be reduced directly to Cu(0) (first cycle in Figure 4.21) that implies the
breakdown of the complex. However, when the Cu-0-Va complex is oxidized, the
oxidation takes place over the phenolic oxygen of the ligand. The new complex
right after, can be reduced from Cu(Il) to Cu(l). The absence of the reduction
peak at -0.30 V in this experiment, indicates that the presence of this peak in the
second cycle of the CV in the previous experiment, Figure 4.21.a, should be
related to the reduction of free Cu(Il) generated during the reoxidation in this

second scan of the Cu(0) nuclei, that were deposited in the first scan.

New cyclic voltammetric experiments with a more diluted solution were
performed to demonstrate with certainty the reduction of the oxidized Cu(II)-
complex to Cu(l)-complex . In this case, the experiments were done reaching a
vertex potential in the cathodic direction where the generation of Cu(0) is
avoided. Cyclic voltammetry experiments were carried out between -0.10V and
+1.25 V, potential window wide enough to provoke the reduction from Cu(Il) to
Cu(I), but not to yield to Cu(0). For comparison with the results shown above in
Figure 4.21 and Figure 4.22, two experiments were performed, both working
with 104 M Cu-0-Va and 0.1 M TBAPFs DMSO solutions, scanning the potential
at 0.005 V-s1. The first experiment starts in the cathodic direction (Figure 4.23)
while the second one is carried out through the anodic direction (Figure 4.24). In
the first case (Figure 4.23), two cycles were performed from +0.50 V to -0.10 V
and back to +1.20 V, ending the experiment at the starting potential, +0.50 V.
The CVs registered (Figure 4.23) show that during the first cathodic scan the
reduction of Cu(ll) to Cu(I) does not occur, demonstrating that the Cu-¢-Va is
not reduced to Cu(l), but in the second scan, a reversible process around +0.06

evidences this process.
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Figure 4.23  Cyclic voltammograms, performed in a 104 M Cu-0-Va in 0.1
M TBAPFs solution in DMSO. Potential window from
+0.30 V to -0.10 V starting at +0.50 V. Scan Rate 0.005 Vs-1.

Figure 4.24 shows the spectroelectrochemical responses obtained in the
second experiment scanning the potential from +0.50 V to +1.20 V and back to -
0.10 V, ending the experiment at the starting potential, +0.50 V. Both processes,
the oxidation of the Cu-0-Va complex around +1.10 V, and the reversible process
related to the Cu(Il)/Cu(l) couple are cleatly observed in the CV (Figure 4.24.a).
It is remarkable that in this experiment, the contour plots registered in normal
(Figure 4.24.b) and parallel (Figure 4.24.c) configuration provide exactly the same
information, indicating that the two processes take place in solution. The main
difference in both plots is the absorbance values obtained in the two
configurations, with the parallel arrangement values being higher than the normal

arrangement ones because of the difference in the optical pathways.

The electrochemical process is clearly described in this BSEC experiment.
Initially, the Cu-0-Va complex is oxidized around +1.10 V, emerging a band
around 510 nm related to this oxidation process. This band decreases in the
backward scan due to a chemical reaction because no electrochemical changes are
observed in the CV between +1.00 V and +0.40 V. In this potential region, the
evolution of three different absorption bands is observed, one decreasing
centered at 415 nm and another two increasing at 270 nm and 340 nm. These
three absorption bands have to be ascribed to the chemical generation of the new

Cu(l) complex that is next reduced to Cu(l) around +0.06 V, as indicated the
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CV (Figure 4.24.a). This last electrochemical process can be observed

spectroscopically at 285 nm (Figure 4.24.b and Figure 4.24c). This band decreases

during the reduction of Cu(Il) to Cu(l) and increases reversibly at the end of the

scan when the initial potential is reached. Therefore, it can be undoubtedly

assigned to this reversible process. Moreover, a last BSEC experiment was carried

out right after the experiment showed in Figure 4.24, that corresponds with a

cyclic voltammetry between +0.30 V and -0.10 V at 0.005 V-s'! in the same
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Figure 424  Spectroelectrochemistry responses obtained during the potential
scan in a 104 M Cu-0-Va and 0.1M TBAPF; solution in DSMO
with. Potential window from -0.1 V to 1.2 V. Starting potential
+0.50 V Scan rate: 0.005 V-5 (a) Cyclic voltammogram starting
in anodic direction. (b) Contour plot in normal arrangement. (c)
Contour plot in parallel arrangement.
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The comparison between the CV and the DCVA at 285 nm (Figure 4.25)
evidences that both signals are related with the exactly the same process, in this

case, the reversible reduction of Cu(Il)/Cu(l) complex.
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Figure 425  Cyclic voltammogram (green line) and derivative
voltabsorptogram in parallel configuration. Potential was
scanned from+0.30 V to -0.10 V at 0.005 Vs-1 in a 10-4 M
Cu-0-Vain 0.1 M TBAPF; solution in DMSO.

The most intriguing point of these results is related to the new complex
generated in solution. As it was explained above, changes in the spectra can be
ascribed to a shifting of the position of the absorption bands of the complex
during the oxidation process and the subsequent chemical reaction. A first
hypothesis was related to the destruction of the Cu-0-Va complex to generate a
new copper complex only with solvent molecules as ligand of the metallic center.
To study this hypothesis, a spectroelectrochemical experiment was performed in
a DMSO solution with 10+ M Cu?* and 0.1 M TBAPFs, scanning the potential
between +0.30 and -0.10 V at 0.005 V-s'l. Figure 4.26 compares the contour
plots in parallel configuration of this experiment (Figure 4.26.a) with that
performed under exactly the same experimental conditions with the oxidized Cu-
0-Va complex (Figure 4.26.b). From these results we can concluded that in both
cases the Cu(Il)/Cu(l) reversible reduction takes place. However, this reaction
does not occur in the same spectral region. While the Cu(II) DMSO solution has
an absorption band at 305 nm (Figure 4.26.a), the new complex shows a band at

285 nm (Figure 4.20.b) related to this reduction. Therefore, the destruction of the
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Cu-0-Va complex should be discarded. In an attempt to identify the new complex
formed during the oxidation, an exhaustive electrolysis of a Cu-s-Va solution was
performed, applying a potential of +1.75 V during 600 s at 150 ul. of DMSO
solution 0.013 M Cu-0-Va and 0.1 M TBAPF.
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Figure 426  Spectroelectrochemistry responses obtained during the potential
scan in a) 103 M CuSOy4 and 0.1M TBAPFs solution in DMSO
and b) 10* M Cu-0-Va and 0.1M TBAPFs solution in DMSO.
Potential window from -0.1 V to 0.3 V. Starting potential +0.30
V Scan rate: 0.005 V-s.
Next, the reaction product of this electrolysis was analyzed by mass
spectrometry (Figure 4.27). All the samples yield a mass corresponding to the

0-Va ligand, without mass modification.

Therefore, and taking into account that the copper metallic center is not
free after the irreversible Cu-0-Va oxidation, as it has been deduced from BSEC
experiments, and considering that the ligand of the oxidized Cu-¢-Va has not
suffered any decomposition, as has been inferred from the mass spectrometry
data, we have to assume that oxidized ¢-Va is still acting as ligand in the new
complex. The shifting of the absorption bands related to this process suggests
changes and, consequently, a reorganization of the complex structure after its
irreversible oxidation. The new complex acquires a new configuration that favors
the electrogeneration of the Cu(l) complex, which is not possible from the

pristine Cu-0-Va complex.
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Figure 427  Mass spectra of a) 0-Va, b) oxidized 0-Va (0-Va*), ¢) Cu-o-Va
complex and d) oxidized Cu-0-Va complex.

4.3.4 Conclusions

A new bidimensional spectroelectrochemistry device has been developed.
BSEC has demonstrated to be highly useful to unravel the extremely complex
electrochemical mechanism of Cu-¢-Va. This multiresponse technique has
provided compelling information related to processes taking place both in
solution and on the electrode surface. Summarizing, Cu-0-Va complex cannot be
directly reduced to Cu(l) complex. This reduction reaction yields to Cu(0)
electrodeposition on the electrode surface. On the other hand, oxidation of Cu-o-
Va implies oxidation of the ¢-Va ligand, yielding a new Cu(ll) complex that
suffers some kind of structural change respect to the pristine Cu-0-Va. Once this
new Cu(Il)-o-Va complex has been generated, the reversible reduction

Cu(Il)/Cu(l) takes place.
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4.4 Optical fiber spectroelectrochemistry in parallel arrangement.

4.4.1 Introduction

UV-Vis absorption spectroelectrochemistry has been successfully used to
study a number of complex chemical systems providing important information
about reaction mechanisms, electrical and optical properties of different
materials, etc!8%415416, However, this hybrid technique has been scarcely used for
quantitative  analysis??>#7)  mainly because of the complexity of the
spectroelectrochemical cells that typically are not easily mounted. When optically
transparent electrodes (OTEs) are used in normal configuration devices, the
optical path length is in the order of microns and the optical response can be
poor for analytes with small absorption coefficients. This problem was
circumvented by using long-optical path-way cells in which a light beam passes
parallel to the electrode surface, sampling the solution adjacent to it326:418-420 In
this way, the optical pathway coincides with the length of the working electrode.
The main problem with this optical arrangement is how to ensure that the light
beam goes parallel to the electrode surface. A possible solution was proposed by
Anderson and Brewster*?! using a thin-layer spectroelectrochemical cell based on
optical fibers but this approach has been scarcely used. Another common
problem when OTEs are used is the small number of electrode materials with
high conductivity and transparency. Recently, single walled carbon nanotubes
(SWCNT) have been proposed as a satisfactory material to construct OTEs#?

owing to their extraordinary electrical and optical properties*?3:424,

On the other hand, SWCNT have been extensively used for
electroanalytical ~ purposes?>42  because they exhibit very interesting
electrocatalytic properties. Preparation of SWCNT is usually carried out by
depositing a film of these nanotubes on the surface of a conductor #2430,
Recently, our group has developed a simple methodology based on films
prepared by filtering commercial SWCNT dispersed in organic solvents in

absence of surfactants**!. The SWCNT film is press-transferred from the filter to
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an inert non-conductive polymer substrate. SWCNT electrodes constructed by
this approach exhibit a good electrochemical performance avoiding the use of a
conducting support. Therefore, the electrochemical response is intrinsically
related to carbon nanotubes independently of any other factor in the electron

transfer process.

Spectroelectrochemistry is an autovalidated technique because it provides
two independent responses on the same analyte*!’, which is very useful for
analytical purposes. Moreover, in the case of complex problems, it is a very
interesting technique because in one single experiment two different kinds of
information are obtained simultaneously and it is possible to use multivariate
statistical techniques to obtain more reliable information. Therefore, it can be
considered as a real-time technique with practical uses not only in qualitative but

also in quantitative analysis.

The aim of this work was to describe a new long-optical-pathway
spectroelectrochemical cell that uses two optical fibers, fixed on the cell, to
conduct the light beam from the light source to the spectrometer, sampling the
solution adjacent to the electrode surface. A great advantage of this device is the
small volumes needed. The determination of catechol was selected as a proof of
concept of the usefulness of this spectroelectrochemical cell usefulness for

quantitative analysis and for the study of chemical mechanisms.
4.4.2 Experimental section

4.42.1 Chemicals and materials.

All solutions were prepared with high-quality water (Milli-Q A10 system,
Millipore, Bedford, USA). Buffer solutions were prepared from analytical reagent
grade chemicals without further purification. The supporting electrolyte was a
phosphate buffer solution (PBS) containing 0.5 M KCI (99%, Panreac) and 0.2 M
Na;HPO4 (Merck) / NaH:POs (Panreac), pH = 7. Catechol (99%, Acros
Organics), hydroquinone (Merck) and HCl (37%, Acros Organics) were used as
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received. All solutions were prepared fresh daily. The solution pH was measured
with a pH-electrode (Crison). All experiments were performed at room

temperature.

4.4.2.2 Preparation of press-transfer SWCN'T electrodes

SWCNT (Sigma-Aldrich), 1,2-dichloroethane (Fluka), 2 mm thick
poly(methyl methacrylate) (PMMA; Maniplastic, S.L.), Teflon filters (pore size 0.1
um; JVWPO01300, Millipore Omnipore), silver conductive paint (Electrolube) for
the electrical contacts, and epoxy protective overcoat (242-SB de ESL Europe) as

insulator were used to produce the SWCNT electrodes.

Our group has developed a methodology to prepate SWCNT/PMMA
electrodes®!. Briefly, it is based on filtering an homogenized SWCNT dispersion
in 1,2-dichloroethane. The films obtained on the Teflon filters are transferred to
a piece of PMMA by pressure. Then, Teflon filter is removed slowly and carefully
using tweezers. The electrical contacts are made using conductive silver paint that
is electrically isolated with insulating paint. Detail information regarding the

electrode preparation was published elsewhere33:431,

4.4.2.3 Instrumentation

Cyclic voltammetry was carried out using a CHI730A potentiostat,
mentioned in section 3.3.1.5. All experiments were performed using a three
electrode configuration, using a SWCNT/PMMA electrode as working electrode,
a gold wire as counter-electrode and a homemade Ag/AgCl/3M KCl as reference

electrode.

Spectroelectrochemical experiments were performed in the UV-Visible
spectral range (270-1000 nm) using a xenon light source, section 3.3.1.1, coupling

the potentiostat with a QE65000 spectrometer, section 3.3.1.3.
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4.4.3 Results and discussion

4.43.1 UV-Vis Spectroelectrochemistry of catechol during dynamic

experiments

The first part of this section 4.4 was centered in the study of the
spectroelectrochemical behavior of catechol when potentiodynamic experiments
were performed. The electro-oxidation of catechol is a quasi-reversible two-
electron reaction in which 1,2-benzoquinone is generated*2. Figure 4.28 shows
the cyclic voltammogram in a 103 M catechol solution in PBS buffer obtained by
scanning the potential scanned -0.30 and +0.80 V at 0.01 V s'. This cyclic
voltammogram shows only one anodic peak at +0.31 V related to the generation
of o-benzoquinone during the oxidation scan and one cathodic peak at +0.07 V
linked to the regeneration of catechol during the reduction scan*3?. Under these
conditions the peak current ratio (Ip anoaic/Ip cathodic) is -1.23, indicating that
lateral reactions take place and sub-products are generated during oxidation of
catechol, probably dimerization reactions in which coupling of different anionic

forms of catechol with o-benzoquinone occurs#32433,
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Figure 428  Cyclic voltammogram of oxidation of catechol 103 M in
PBS buffer media (pH - 7). Einma] - Efma] = -0.30 V,
Erverrex = +0.80 V, scan rate = 0.01 V s-1,

Spectra evolution, (Figure 4.29), obtained simultaneously during the

electrochemical signal of the last figure, shows one absorption band centered at
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390 nm and related to the electrogeneration of o-benzoquinone*. The spectrum
of catechol at -0.30 V was used as reference spectrum. Inset of Figure 4.29 shows
spectra at the initial (Ei = -0.30 V), vertex (Ev = +0.80 V) and final potentials
(Ef = -0.30 V). These spectra indicate that o-benzoquinone generated in the
anodic scan is not completely consumed during the cathodic one, as is expected
under semi-infinite diffusion conditions. The spectra at the vertex and final
potential (Figure 4.29, inset) also exhibit an ill-defined shoulder between 450 and
650 nm. This band increases during the anodic scan and, far from decreasing
during the cathodic one, it increases slightly. It is well-known that under some
experimental conditions ¢-benzoquinone, the main oxidation product of catechol,
is not very stable and can participate in hydroxylation and oxidative coupling
reactions in which the final product is a melanin-type compound*3?433. This
shoulder that increases during the whole potential cycle, particularly during the
anodic scan, can be attributed to soluble side products that can be observed using

a long-optical path-way device.
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Figure 429  Spectra evolution of the oxidation of catechol 10-* M in PBS
buffer media (Ph 7). Eiital = Efina= -0.30 V, Everrex = +0.80
V, scan rate = 0.01 V-sl. Inset: spectra at the initial, vertex
and final potential
Voltabsorptogram at 390 nm (Figure 4.30) shows that oxidation of catechol
starts at +0.14 V. From this potential onwards absorbance increases until the

vertex potential is achieved (+0.80 V). During the backward scan, absorbance

reaches a constant value because the solution very close to the electrode is
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sampled, because 50-um diameter fibers are used. This steady state allows us to
estimate the optical path length (/) using the Lambert-Beer law, Ecuacion 3.4.
From the constant value of absorbance between +0.50 V and +0.30 V in the
cathodic scan (0.52 a.u.), the concentration of catechol being 103 M, and the
extinction coefficient of ¢-benzoquinone at 390 nm (¢ = 1370 M! cm! 434) an
experimental value of / = 0.3783 £ 0.0006 cm is calculated. Finally, the
voltabsorptogram at 390 nm shows the reduction of the ¢-benzoquinone at +0.30
V, but this reduction step can be better observed using the derivative of the

absorbance.
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Figure 430  Voltabsorptiogram at 390 nm of the oxidation of catechol
10-3 M in PBS buffer media (pH 7). Einma] — Eﬁna] =-0.30 V,
Byertex = +0.80 V, scan rate = 0.01 Vs,
The derivative of absorbance respect to time at 390 nm (Figure 4.31)

resembles the voltammogram with an anodic peak at +0.27 V and a cathodic one
at +0.07 V, the peak absorbance ratio (dlp anodic/ Alp cathodic) being equal to
1.12. It is also observed that the anodic peak in the derivative voltabsorptogram
(DCVA) at 390 nm is narrower than that of the cyclic voltammogram. Therefore,
it can be deduced that the anodic peak in the cyclic voltammogram contains
information related both to ¢-benzoquinone electrogeneration and to secondary
compounds obtained in side reactions. However, the cathodic peak in both
signals, cyclic voltammogram and DCVA at 390 nm, are probably related only to

reduction of o¢-benzoquinone to catechol. From the optical signal we can
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conclude that side reactions occur after the maximum of the anodic peak. Thus,
selecting the current value at the peak (+0.31 V) allows the contribution of

secondary products to be considered negligible.
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Figure 431  Comparison between derivative voltabsorptogram at 390
nm and cyclic voltammogram of the oxidation of catechol
10-3 M in PBS buffer media (pH - 7). Einitial - Eﬁnal = -0.30
V, Byertex = +0.80 V, scan rate = 0.01 V-s-!

4.43.2 Voltabsorptometric determination of catechol

Not only mechanistic but also quantitative information can be extracted
from spectroelectrochemical experiments. A set of catechol calibration samples
were prepared between 10° and 103 M to evaluate the capability of
spectroelectrochemistry to quantify catechol in PBS media (pH = 7). Cyclic
voltammograms between -0.30 V and +0.80 V at 0.01 Vs and the simultaneous
UV-Vis spectra evolution were recorded for all samples. Integration time in
spectroscopic data was 300 ms which shows the high temporal resolution of our
spectroscopic device. Two univariate calibration curves were obtained. Taking
the peak current in the anodic scan as response, we constructed the
electrochemical calibration curve. As indicated above, absorbance between +0.50
V and +0.30 V in the cathodic scan remains almost constant (Figure 4.30). To
improve the sensitivity of the spectroscopic signal, absorbance values at +0.40 V

during the cathodic scan at 390 nm were taken as response.
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Regression parameters for the two univariate regression curves in the
concentration range are shown in Table 4.1 obtained after outlier detection with
least median of squares (LMS) regressions. Once outliers points were removed, a
least squares (LS) regression model was used to predict the concentration of a

test sample of catechol (Cca = 3104 M).

Table 4.1 Calibration parameters obtained for the determination of
catechol in the concentration range from 105 to 103 M by
UV-Vis voltabsorptometric spectroelectrochemistry

Method  Sensitivity  Intercept  oopn Soidard | Goellicient o
eviation (Syx) determination (R?)
L 0.052 A M 55x10¢ A 1.32 x 10 0.9965
Amax 5283 au. M!' 4.6x103au. 1.14 x 102 0.9974
Asgoasonm 0.993 au. M1 1.2x 105 au. 1.94 x 105 0.9979

Methods indicated in the first column correlate peak current (Ip), maximum
absorbance A;gbﬁfn‘:’cat (Amax), and absorbance at +0.40V between 380 and 430

nm (Asgo-430am) versus catechol concentration (Cea).

Table 4.2 shows the prediction of this value to determine the prediction
capability of the two univariate curves. In the two cases the relative standard
deviation (%RSD) for the estimations are lower than 10% and the coefficient of
determination are highest than 0.99 indicating that the two calibration curves are
adequate to determine catechol in PBS media. IUPAC suggests*® that the
trueness of analytical results should be guaranteed by validation experiments
performed with a second and independent method. Spectroelectrochemistry, by
definition, implies the simultaneous registration of two independent set of data,
one obtained from electrochemistry and the other from spectroscopy. Therefore,
as the two methods have demonstrated to be valid to determine catechol
independently, the comparison of the predictions of both independent methods
was performed. The following fitting parameters were obtained: z = 1.00 £ 0.05,
and 4 = [0.02 £ 2.79]x105, where a the slope of the regression and / the
intercept. From this comparison we can assure that the two methods determine

catechol without distinction. Furthermore, UV-Vis spectroelectrochemistry is an
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autovalidated method of analysis, which is a very interesting property for

quantitative analysis.

Table 4.2 Concentration estimated from regression curves tabulated in
Table 4.1

Cr=3x104M
Method

%RSD (n=6, «=0.05)

I 2.9 + 0.8] x 10+ 9.6
Amax [25 i 07] X 10'4 94
As380-4300m [24+0.7] x 104 8.8

T . +0.40V,cat
Methods indicated in the first column correlate peak current (), Azgonm

(Amay), and absorbance at +0.40V between 380 and 430 nm (A3804300m) versus
catechol concentration (Cca).

Cr concentration of the test sample of catechol, CI confidence interval, %RSD
relative standard deviation.

Spectroelectrochemical measurements performed in these experiments
supply full spectra every 300 ms between 270 and 1100 nm. In view of all this
spectral information, partial least squares regression (PLSR) can be carried out to
ensure the reliability in the determination of catechol. Taking into account that
side products were detected mainly from 450 to 650 nm, a spectral range between
380 and 430 nm was selected for quantitative purposes. To construct the
multivariate model in this spectral range, spectra at +0.40 V in the cathodic scan
was selected for all calibration standards as independent variables. Problems of
multicollinearity related to the much higher number of predictors or independent
variables (132 wavelengths) than the number of observations or dependent
variables (6 samples) are resolved by using PLSR. A regression model was
constructed selecting one latent variable whose loadings were related to the main
oxidation product of catechol, s-benzoquinone. Figure 4.32 shows the loadings
of this first latent variable compared with the spectra of a 103 M catechol
solution at +0.40 V in the cathodic scan. As can be seen, the position of the

maxima is exactly the same, the main difference being the band width, which is
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narrower in the model constructed with PLSR. This indicates that the main
absorption band centered at 390 nm includes information of more than one
compound, probably secondary oxidation products, and univariate calibrations at
wavelengths longer than 390 nm are not suitable for catechol determination.
Multivariate calibration explains why 390 nm is an adequate wavelength to

perform the univariate spectral calibration.
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Figure 432  Comparison between spectrum 103 M in PBS buffer media
(pH 7) and loadings of the latent variable obtained after
PLSR of the spectra from 380 to 430 nm for a catechol
concentration set between 10> and 103 M. All signals are
related to spectra at +0.40 V in the cathodic scan.

Regression parameters of the calibration model constructed by PLSR are
shown in Table 4.1, improving slightly the determination coefficient. The
catechol concentration of the same test sample of catechol was estimated from
this PLSR model (Table 4.2), the confidence interval being similar to that
calculated using univariate calibration and the RSD value being slightly lower
(8.8%). Finally, we compared the estimations found with the electrochemical
regression (I,) and PLSR regression (Asso430 ) leading to unbiased models:

a =100 * 007, and & = [0.00 £ 1.96]x10>  corroborating  that

spectroelectrochemistry is an autovalidated method.
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4.43.3 UV-Vis amperometric spectroelectrochemical study of catechol

Once the potentiodynamic study was performed and mechanistic and
quantitative information related to catechol oxidation was obtained, it was
possible to select the best electrical and spectroscopic parameters to carry out the

amperometric determination of this compound.

Amperometric experiments were performed applying a potential of +0.80
V during 50 s, a potential high enough and a time long enough to be sure that an
homogeneous concentration of o-benzoquinone is generated in the diffusion
layer and in the solution contained between the illuminating and collector fibers.
During these 50 s, spectra between 270 and 1100 nm were collected each 300 ms.
Figure 4.33.a shows the evolution of the spectra of 10-3 M catechol in PBS during

one amperometric spectroelectrochemistry experiment.

One main absorption band is observed at 390 nm that yields an almost
constant value of absorbance at the end of the experiment. A shoulder between
450 and 650 nm is observed in the last spectra of the experiment (Figure 4.33.a,
inset). As was stated in voltabsorptometric experiments (Figure 4.29) this

shoulder is related to soluble side products.
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Figure 433 a) Spectra evolution and b) comparison between
chronoamperogram and chronoabsorptogram at 390 nm where
the time selected to univariate calibration is indicated. Inset
spectra at the initial and final time of the amperometric
experiment. Ceaechol = 103 M in PBS buffer media (pH 7),
t=50s, Espplica = +0.80 V.
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The chronoamperogram and chronoabsorptogram at 390 nm are displayed
together in Figure 4.33.b. We have selected the current at 5 s after starting the
experiment as dependent variable in amperometric calibration of catechol
because the electrical signal is practically constant in all cases. On the other hand,
we took the absorbance values at 50 s as dependent variables in the
absorptometric calibration of catechol to improve the sensitivity of the optical
signal because the maximum amount of s-benzoquinone is contained between

the two optical fibers at this time.

Table 4.3 shows the regression parameters of univariate calibrations. These
parameters have been obtained with LS regression after removing outliers
detected with LMS regression. As can be seen, good relationships between the
two variables and catechol concentration were obtained, similar to those
presented in Table 4.1 for potentiodynamic experiments. Next, the prediction of
a test sample of catechol was carried out with the two univariate regression
curves. In the two cases the relative standard deviation (%0RSD) was around 10%
indicating that both univariate calibration curves are adequate to determine

catechol in PBS media.

Table 4.3 Calibration parameters obtained for the determination of
catechol in the concentration range from 10 to 103 M by
UV/Vis amperometric spectroelectrochemistry

Sensitivity Tatercept R((elsid.ua.l standard Coef-ﬁcie'nt of
eviation (Syx)  determination (R?)
I 0.096 A M- 8.6 x 106 A 2.46 x 106 0.9946
Al 4653 au. M1 8.4 x 102 a.u. 1.27 x 102 0.9959
A3go-4300m 0998 au. M' 2.8 x 106 a.u. 1.81 x 105 0.9982

Methods indicated in the first column correlate peak current (Is;), maximum

absorbance A338 . (Amw), and absorbance at +0.40 V between 380 and 430
nm (Asgo-430am) versus catechol concentration (Cea).
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Under these working conditions, the detection limit of this
spectroelectrochemical method was calculated with both sets of data. The
minimum detectable concentration of catechol for the electrochemical calibration
was 2.9x10°5 M (n = 4, « = 0.05, B = 0.05) and for the spectrophotometric
calibration it was 3.6x10° M (n = 4, « = 0.05, B = 0.05). The range of linearity
was also estimated for both sets of data. A linear range for catechol form
2.9x10> M to 10> M was obtained for electrochemical calibration, taking the
values of current after 5 s of starting catechol oxidation. On other side, a linear
range for catechol from 3.6x10-> to 10-> M was achieved for spectrophotometric
calibration, taking the values of absorbance at 390 nm 50 s during taking the

values of absorbance at 390 nm after 50 s during the catechol oxidation.

As in the voltammetric experiments, the comparison between estimations
obtained with the two univariate regression curves was performed and we
concluded that the models are wunbiased (¢ = 1 £ 0.12, and

b = [0.05 £ 3.01]x 10°).

The multivariate model was constructed by PLSR between 380 and 430 nm,
using the spectra at the end of the experiment as independent variables.

Regression parameters are summarized in Table 4.3 and confidence interval in

Table 4.4.

In the case of the amperometric spectroelectrochemistry detection, the
determination coefficient is improved using multivariate calibration as is the
residual standard deviation. One of the main advantages of real-time
spectroelectrochemistry using diode array spectrometers is the possibility of
selecting the best wavelength range to estimate a test value, thereby improving

the reliability of the results obtained with typical univariate calibrations.
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Table 4.4 Concentration estimated from regression curves tabulated in
Table 4.3

Cr=3x104M
Method

%RSD (n=6, «=0.05)

I, [3.0 + 0.8] x 104 9.5
A [2.9 £ 0.7] x 104 10.2
A380-430nm [29 i 0.7] X 10’4 6.9

o . 4
Methods indicated in the first column correlate peak current (Is), A-ggorg}]/,cat

(Amay), and absorbance at +0.40V between 380 and 430 nm (A3804300m) versus
catechol concentration (Cca).

Cr concentration of the test sample of catechol, CI confidence interval, %RSD
relative standard deviation.

4.4.3.4 Study of probable interfering species.

Catechol and hydroquinone are two isomers of dihydroxybenzene that
usually coexist in environmental samples. Both isomers are considered as
pollutants due to their toxicity and persistence*?-438, Nevertheless, they can
coexist in solution owing to their similar chemical structure. For this reason, the
simultaneous determination of these two phenolic compounds is very usual but

not easy.

The electrochemical signals of these two dihydroxybenzene isomers have
been registered by linear voltammetry between 0.00 and +1.00 V at 0.01 V-s'!
(Figure 4.34.a). Three different solutions were analyzed, two of them with the
pure components (catechol or hydroquinone) and the other one is a mixture of
these two isomers. As can be seen (Figure 4.34.a), the voltammograms are highly
overlapped, rendering electrochemical determination in mixture samples almost
impossible unless a suitable modification of the working electrode is

performed!33:436:437:439,440,
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——Cat 0 mM + HQ 1 mM
——Cat 1 mM + HQ 0 mM
Cat 0.5 mM + HQ 0.4 mM
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Figure 434  a) Voltammograms and b) spectra of catechol 103 M (blue
/ine), hydroquinone 103 M (red /ine), and a mixture of catechol
5 x 104 M and hydroquinone 4 x 104 (green /ine) in 0.01 M HCI
and 0.1 KCl (pH 2) at +1.00 V. Eiia = 0.00 V,
Efina = +1.00 V, scan rate = 0.01 V-s-!

However, spectroscopic signals, recorded simultaneously to the linear
voltammograms shown in Figure 4.34.a, reveal significant spectral differences for
solutions of catechol, hydroquinone and a mixture of both reactants. Figure
4.34.b displays spectra registered at vertex potential, +1.00 V, for the three
solutions. Whereas the spectrum of catechol exhibits a maximum of absorbance
around 390 nm, the spectrum of hydroquinone shows a minimum of absorbance
at 288 nm related to consumption of hydroquinone during its oxidation. On the

other hand, the mixture of catechol and hydroquinone exhibits the maximum at

390 nm and the minimum at 288 nm.

As was demonstrated before, dynamic spectroelectrochemical experiments
provide more information than a single measurement at a fixed potential.
Accordingly, these experiments with a suitable analysis of the data can be very
useful to determinate catechol with hydroquinone as an interfering species. Seven
calibration samples were prepared with concentrations of catechol and
hydroquinone between 0 and 10-> M in HC1 0.01 M and 0.1 M KCI (pH 2), Table
4.5. Usually, electrochemical methods are used to determine catechol in presence
of a constant amount of hydroquinone. Here, all solutions were spiked with

different concentrations of hydroquinone to show the capability of
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spectroelectrochemistry to quantify a compound in presence of an unknown
interfering compound. Amperometric experiments were performed applying a

potential of +1.00 V for 100 s.

Table 4.5 Standards solutions of catechol in presence of hydroquinone used in
PLSR analysis of this mixture.

Sample Ceatechol (M) Giydroquinone (M)

1 8 x 104 6 x 104
2 6 x 10+ 3 x 10+
3 4 x 104 2x 104
4 2 % 104 7 x 104
5 1x 104 5x 10+
G 0 1 x 104
7 1 x 10+ 0

T 5x 10+ 4 x 10+

As was expected, determination from the electrical signal was impossible
because of the overlapping of the current. Random responses were obtained with

a R2 = 0.4110. Therefore, only spectroscopic signal is useful for this case.

As it was established before in the spectroelectrochemical determination of
catechol, both with amperometric and voltabsorptometric experiments,
multivariate analysis of the data improves the calibration results. For this reason,
the analysis of this complex system was carried out with multivariate calibration

using PLSR as chemometric tool.

The multivariate model was constructed using the spectra between 280 and
600 nm at the end of the experiment, after applying +1.00 V for 100 s, as

independent variables. The regression model has been performed selecting two
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latent variables that are related to the oxidized catechol and the hydroquinone, as
can be deduced from the loadings plotted in Figure 4.35. Prediction of the
concentration of a test sample with a concentration 5:104 M of catechol in
presence of hydroquinone 4-104 M was performed and afforded a value of

[4.9 £ 0.2] x10* M for catechol (%RSD = 1.3).
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Figure 4.35 Loadings plot the two latent variables after partial least squares
regression (PLSR) of a set of seven calibration samples with
concentrations of catechol and hydroquinone between 0 and
10 M in 0.01 M HCI (pH 2). Eyypi = +1.00 V, £ = 100 s.

Therefore, we have demonstrated that spectroelectrochemistry can be used
for the resolution of complex samples. The main advantage of
spectroelectrochemistry is that is very difficult to find two compounds that show

the same spectra and the same voltammogram. Nevertheless, even if the

voltammogram and the spectra were very similar, chemometrics tools such as

PARAFAC could be used to resolve the mixture#4!.

4.4.4 Conclusions

A new long-optical-pathway spectroelectrochemical cell was presented in
this work. Although the cell was used with press-transferred SWCNT working
electrodes to improve the determination of catechol, it can be used with any
other type of electrode material depending on the application. The fiber-optic
spectroelectrochemical cell was demonstrated to be very useful for both

mechanistic studies and quantitative analysis. Voltabsorptometric experiments
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demonstrated that the oxidation of catechol produces o¢-benzoquinone
concomitantly with the generation of soluble side products. Multivariate
calibration provides very valuable information to select the best wavelength to
perform the univariate absorptometric calibration, obtaining more reliable results
in the amperometric spectroelectrochemistry determination of catechol.
Calibration curves performed with the electrical and optical signal are valid to
quantify catechol. It was demonstrated that spectroelectrochemistry was
autovalidated analytical method. Spectroelectrochemistry was demonstrated to be
very useful to resolve complex mixtures, even without information about the
amounts of interfering compounds. The use of a simple cell design proposed in
this section, which allows us to obtain a good optical sensitivity with high time

resolution, opens a new door to spectroelectrochemistry for quantitative analysis.
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Conclusions

The main objective of this work has been to develop new set-ups, cells and
analytical devices for UV-Vis spectroelectrochemistry in order to shed more light
on complex electrochemical processes that are difficult to be fully understood

without this multiresponse technique.

The conclusions extracted from each section have been specifically
explained in detail above. Nevertheless, the main conclusions obtained from the

results obtained in this Thesis can be summarized as follows:

€ UV-Vis spectroclectrochemistry has been shown to be a useful and
powerful technique to elucidate and follow complex reaction
mechanisms, allowing us to observe and study different processes

taking place at the same time during the electrode reaction.

€ UV-Vis spectroclectrochemistry has also demonstrated to be very

useful in quantitative analysis, being an autovalidated analytical method.

@ The spectroelectrochemical devices and setups developed in this
Thesis have been wvalidated with different reference systems,

demonstrating their good performance, reliability and utility.

\ 4 Spatial scanning spectroelectrochemistry has allowed us to obtain
information about the distribution of the reaction products at different
distances from the electrode surface. This technique has also provided
time resolved spectra at a fixed position of the light beam respect to the
interface. In this way it has been possible to obtain a higher
reproducibility in the light beam position between different

spectroelectrochemistry experiments.

€ Bidimensional spectroelectrochemistry has been demonstrated to be an
effective technique to study phenomena that take place in an
electrochemical process both in solution and on the electrode surface,
allowing the discrimination of between diffusive and surface processes.

The double spectroscopic information provided by this technique, in
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normal and parallel arrangement, has revealed the nature of the
processes occurring at the interface because of the higher amount of
information obtained. Undoubtedly, the conclusions extracted from a
bidimensional spectroelectrochemistry experiment are more reliable
than those obtained from techniques that employ only one

spectroscopic arrangement.

@ Spatial scanning spectroelectrochemistry has been used for studying the
ion transfer of cation Ru(bpy)s;** from the aqueous phase to the organic
phase and has allowed us to follow the evolution of the distribution of

this ion in the two immiscible phases.

@ Spatial scanning spectroelectrochemistry has detected the generation of
Pd clusters in the aqueous phase during the electrodeposition of Pd

NPs at the L/L interface.

@ Spectroclectrochemistry  in  parallel  configuration  has  been

demonstrated to be very useful to demonstrate the antioxidant effect of

0-Va.

€ Bidimensional  spectroclectrochemistry  indicates  that  the
electrochemistry of Cu-¢-Va is not a simple process. This complex
cannot be reduced to Cu(l) but to Cu(0) that is deposited on the
electrode surface. However, when the oxidation of the complex takes

place, a new complex is generated that can be reduced to Cu().

@ The fiber-optic spectroelectrochemical cell has proved to be very useful
not only for mechanistic studies but also for quantitative analysis. The
small amount of solution required by this cell reduces drastically the

sample size in the analysis.

@ Spectroelectrochemistry can be used to resolve quantitatively complex

mixtures that cannot be analyzed only by electrochemistry.
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Conclusions

Chemometric tools are very useful to handle the information obtained

with this multiresponse technique.

The work shown in this Thesis is only a presentation of new techniques
and devices that should be improved. However, this new
spectroelectrochemistry approach has proven to be very useful to study

chemical systems of very different nature, in very different fields.
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Abbreviations

& Acronyms

Espaiiol

Appendix

1,2-DCE

Ax

Ay

ATR
BSEC

BTPPATPBF,,

BuFc
CE

CI
COMT
Cu-0-Va
Cv
DCVA
EPR

ESR
FOSEC

FTIR

IR
ITIES

ITO

1,2-dicloroetano

Absorbancia en configuracion
normal

Absorbancia en configuracion
paralela

Reflectancia total atenuada

Espectroelectroquimica
bidimensional

Tetrakis(pentafluoruro)fenilborato
de

bis(trifenifosforaniliden)amonio
Butilferroceno

Contraelectrodo

Intervalo de confianza
Catecol-O-metiltransferasa
Complejo [Cu(o-Va-)2(H20)2]
Voltamperometria ciclica
Voltabsorciograma derivado

Resonancia paramagnética
electrénica

Resonancia de spin electrénico

Espectroelectroquimica de fibra
optica

Espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier

Infrarrojo

Interfase entre dos disoluciones
electroliticas inmiscibles

Oxido de indio y estafio

1,2-Dichloroethane

Absorbance in normal
arrangement

Absorbance in parallel
arrangement

Attenuated total reflectance

Bidimensional
spectroelectrochemistry

Bis(triphenylphosphoranylidene)
ammonium tetrakis
pentafluoroborate
Butylferrocene

Counter electrode

Confidence interval
Catechol-O-methyltransferase
[Cu(o-Va-)2(H20)2] complex
Cyclic voltammetry

Derivative voltabsorptogram

Electron paramagnetic
resonance

Electron spin resonance

Fiber optic
spectroelectrochemistry

Fourier transform infrared
spectroscopy

Infrared

Interface between two
immiscible electrolyte solution

Indium tin oxide
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KelF
LMS
LOPTLC

LS
MVN

NB
NBR
NMR
NPs
OTE

OTTLE

o-Va

PBS
PEEK
PLSR

PMMA
PTFE
PVDF

SCE

Ru(bpy,)**
SECM

Policlorotrifluoroetileno
Minima mediana de cuadrados

Celda espectroelectroquimica de
capa fina de largo camino 6ptico

Minimos cuadrados

Modelo de Verwey-Niessen
Modificado

Nitrobenceno

Goma de nitrilo butadieno
Resonancia magnética nuclear
Nanoparticulas

Electrodo 6pticamente
transparente

electrodo opticamente activa de
largo camino 6ptico

orto-vainillina

2-hidroxi-3-metoxibenzaldehido

Solucién tampoén fosfato
Poliéter éter cetona

Regresion parcial por minimos
cuadrados

Polimetilmetactrilato
Politetrafluoroetileno
Polifluoruro de vinilideno
Electrodo de referencia

Electrodo saturado de
calomelanos

[tris(2,2"-bipitidina)]rutenio(IT)

Microscopia electroquimica de
barrido
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Polychlorotrifluoroethene
Least median of squares

Long optical path length thin-
layer spectroelectrochemical cell

Least squares

Modified Verwey-Niessen
model

Nitrobenzene

Nitrile butadiene rubber
Nuclear magnetic resonance
Nanoparticles

Optical transparent electrode

Optically transparent thin layer
electrode

ortho-vanillin

2-Hidroxy-3-
methoxybenzaldehyde

Phosphate buffer solution
Polyether ether ketone

Partial least squares regression

Poly(methyl methacrylate)
Polytetrafluoroethylene
Polyvinylidene fluoride
Reference electrode

Saturated calomel electrode

Tris(bipyridine)ruthenium(II)

Scanning electrochemical
microscopy



SFG
SHG

SWCNT

TCNQ
UV-Vis
VA

Appendix

Generacion de Segundo armoénico Sum Frecuency Generation

Generacion de suma de Second-Harmonic Generation
frecuencias

Nanotubos de carbono de pared  Single-walled carbon nanotubes
simple

Desviacion estandar normal Residual standard deviation
tetracianoquinodimetano tetracyanoquinodimethane
Ultravioleta-Visible Ultravioleta-Visible
Voltabsorciograma Voltabsorptogram
Electrodo de trabajo Working electrode
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