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Educacao

ELECTROGENERATED CHEMILUMINESCENCE OF LUMINOL USING LOW-COST ELECTRODES. The purpose of the study
was to observe eletrogenerated chemiluminescence (ECL) of luminol using different materials as electrodes such as wires, nails,
coins, razor blades, etc. Based on the experimental observations and the mechanisms proposed in the literature, students should be
capable of analyzing their results in order to understand the phenomena studied. Students could then elaborate a mechanism of

action consistent with the experimental results which could rationalize the formation of intermediates in the reaction and the
dependence of ECL on solution pH in addition to other points of interest.
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INTRODUCCION

La electroquimioluminiscencia (también llamada quimiolu-
miniscencia electrogenerada, ECL) es bdsicamente un medio para
convertir energia eléctrica en energia radiativa. Es un proceso que
involucra la generacién de especies en la superficie del electrodo,
que eventualmente participan en reacciones de transferencia
electrénica conducentes a la formacion de estados excitados que
emiten luz. Por ejemplo, la aplicacién de una diferencia de potencial
a un electrodo en presencia de Ru(bpy),** (bpy = 2,2’- bipyridine) da
como resultado emisién de fotones y permite la deteccion del emisor
a muy bajas concentraciones (<10 mol L")!. El empleo de estas
sustancias, como marcadores en biomoléculas, ha permitido
implementar técnicas de inmunoensayo y de andlisis de DNA>,
ademds, es posible su uso en la investigacién de las caracteristicas
de la superficie electrGdica®, técnica que se complementa con estudios
de microscopia electrénica de barrido, de efecto tinel, etc.

MECANISMOS GENERALES DE REACCION
Aniquilacién

Los primeros estudios detallados sobre ECL involucraron
reacciones de transferencia electronica entre especies oxidadas y
reducidas (Ru(bpy),** y Ru(bpy),*), generadas en un electrodo de
platino, por pulsos alternos de potencial (0,2 Hz), a partir de
disoluciones de Ru(bpy),** en acetonitrilo’.

Un mecanismo general de aniquilacion es el siguiente:

A—->O+e (Oxidacion en el electrodo) (D
B+e >R (Reduccion en el electrodo) 2)
O+R —>A"+B (6 A+ B") (Formacién del estado excitado) (3)
A" (6B") - A (6B)+hv (Emisién de luz) “4)

El potencial del electrodo de trabajo oscila rdpidamente entre
dos valores diferentes para generar la especies oxidada, O, y
reducida, R, (Ecs 1 y 2, respectivamente, donde O y R podrian
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eventualmente representar especies radicalarias), que reaccionaran
en las proximidades de la superficie del electrodo para formar el
estado emisor (Ec 3). En relacién al complejo de rutenio, A =B y
la especie excitada representado por Ru(bpy)*** emite un foton,
h'%, al decaer a su estado basal. El estado excitado formado en esta
reaccion ECL es similar al que se obtiene en experimentos de
fotoluminiscencia (PL). En PL un electrén es fotoexcitado
produciéndose una transicién por transferencia de carga del metal
al ligando (m — w*). Si la energia de excitaciéon no es disipada o
transferida, cruce intersistema puede ocurrir para formar el estado
triplete mds bajo del Ru(bpy)**" el cual emitird. La transicion por
transferencia de carga puede ser provocada en ECL si un electrén
es transferido a un orbital ©* de uno de los ligantes bipyridine.
Ru(bpy),** puede, entonces, decaer al estado basal produciendo la
misma luminiscencia que en PL.

Es preciso distinguir ECL de quimioluminiscencia (CL), si bien
ambos involucran la produccién de luz por especies que sufren
reacciones de transferencia de carga altamente energéticas, sin
embargo, en CL la luminiscencia es iniciada y controlada por la
mezcla de reactivos y cuidadosa manipulacién del flujo. En ECL,
la luminiscencia es iniciada y controlada por la aplicacién de un
voltaje en un electrodo.

Coreactante

Un coreactante es una especie que luego de oxidarse o reducirse
en la superficie del electrodo, produce por etapa quimica un
intermediario que puede reaccionar con un luminéforo ECL para
generar una especie excitada. Por ejemplo, el i6n oxalato fue el
primer coreactante descubierto® y se postula que produce el fuerte
reductor CO," luego de su oxidacién en disolucién acuosa:

C0>—(C0,)—CO,+CO,+e ®)
El potencial de oxidacién impuesto sobre el electrodo de trabajo
puede también oxidar a un lumindéforo A (donde A es, por ejemplo,

Ru(bpy)32+)rcf.

A—>O+e (€))]
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O y CO," pueden entonces reaccionar para producir un estado
excitado capaz de emitir luz.

0+ CO,” — A"+ CO, 6)
A" —> A +hv 7
Luminiscencia catédica

Emision de luz también ha sido observada en electrodos de
aluminio recubierto por peliculas delgadas de su 6xido, inmersos
en disoluciones de borato que contienen Tl (I) como luminéforo’.
Se propone que este tipo de luminiscencia resulta de la reoxidacion
de los dtomos de talio producidos catédicamente en la vecindad de
la superficie del electrodo, requiriéndose para esto de la
participacion de coreactantes que en el citodo se transforman en
fuertes radicales oxidantes. Estos atomos de talio reoxidados (TI
(D) son los emisores de luz.

LUMINOL
Quimioluminiscencia de luminol

El luminol (2,3-Aminophthalhydrazide) es un compuesto
orgdnico que continua generando interés. CL de luminol (LH,), en
medio acuoso bdsico, ocurre en presencia de un reactivo oxidante
(H,0,, 0,, HOCI) y normalmente, de un metal de transicion o ciertos
iones inorgdnicos, tal como ferricianuro, que actian como catali-
zadores®’. En la reaccién CL del luminol con peréxido de hidrégeno,
el catalizador oxida al anién monobdsico del luminol (LH", pK=
6,2) en dos etapas monoelectrénicas generando un intermediario
azaquinona que es atacada por el anién del peréxido de hidrégeno
(HO,), produciendo un endoperdxido. Este dltimo, pierde nitrégeno
(N,) y forma 3-aminoftalato en estado excitado, el cual decae a su
estado fundamental emitiendo luz (431 nm).

También es posible obtener CL de luminol disuelto en
dimetilsulféxido®; en estas condiciones la reaccién no necesita de
peréxido de hidrégeno ni de catalizadores, s6lo se precisa de oxigeno
y de una base fuerte como el terc-butéxido de potasio. En estas
condiciones el oxidante debe de ser el oxigeno. Al igual que en
medio acuoso basico, la formacién de azaquinona es considerada
como etapa intermedia. Esta dltima, es atacada por el oxigeno o
por el radical superéxido generdndose un endoperéxido, cuya
descomposicién conduce finalmente a la emisién de luz (502 nm)
por formacién del 3-aminoftalato en estado excitado.

Electroquimioluminiscencia de luminol

ECL en disoluciones acuosas alcalinas de luminol fue reporta-
do por primera vez en 1929 por N. Harvey, al imponer +2.8 V a
través de dos electrodos inmersos en la disolucién. Observd
luminiscencia anddica con distintos materiales usados como dnodo
y luminiscencia catédica solamente si el material usado como cdtodo
era mercurio'®. Postulé que la luminiscencia anddica era inducida
por el oxigeno generado electroquimicamente en el dnodo, y que el
responsable de la emisién catddica era el peréxido de hidrégeno
producido por la reduccién electroquimica del oxigeno presente en
la disolucién'.

Varios mecanismos se han propuesto para la reaccién ECL del
luminol'-16.

En el mecanismo 1, el luminol deprotona en medio bésico for-
mando un anién que puede ser oxidado electroquimicamente en el
anodo para generar el intermediario azaquinona. Este dltimo, es
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oxidado en presencia de perdéxido de hidrégeno para producir el 3-
aminoftalato en estado excitado el cual decae emitiendo luz.

:0: :0: - :0:
W, + 2H+
tH i L
NH 0:
:NH, :0: 2e”+ 2H* :NH2 :0: :NH, HiH
Luminol: LH, Azaquinona Aminoftalato: AP~

HOOH

Mecanismo 1 propuesto para la ECL de luminol

Otro mecanismo coherente con los resultados experimentales
es el que se detalla a continuacién®:

a - Reacciones de electrodo para luminol

LH +OH - L +e + HO (8)
L“+4OH — AP* + N, + 3e + 2H,0 )

b - Reacciones de electrodo para H,0,

HO, + OH — O + ¢ + HO* (10)
0, > 0,+¢ (11

¢ - Reacciones en la disolucion

L +0,—- 0, +L (12)
L“+0, = AP* + N, + Luz (13)
H,0 + 0,” — HO, + OH (14)

Mecanismo 2 propuesto para la ECL de luminol

En el mecanismo 2, el radical L-, producto de la oxidacion
monoelectrénica de LH- (8), reacciona con el radical superéxido,
0,7, que se genera a partir de la oxidacién del peréxido de hidrégeno
(10) o de la desactivacién de L~ (12). El producto de esta reaccién
(13) es el emisor de fotones, 3-aminoftalato, AP*.

En el presente trabajo se estudia cualitativamente el efecto de
diferentes materiales usados como anodo en la ECL de luminol. El
objetivo principal es que en base a las observaciones experimentales
y los mecanismos de reaccién propuestos en literatura, los alumnos
interpreten los resultados obtenidos, comprendan el concepto y el
comportamiento de las reacciones de quimioluminiscencia
electrogenerada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Al término del experimento el alumno serd capaz de: verificar
que sin el paso de corriente eléctrica a través de la celda
electroquimica no hay emision de luz; verificar que la emisién de
luz depende del material usado como dnodo y del tratamiento previo
a que es sometido; comprender la funcién del peréxido de hidrégeno
como coreactante y proponer un posible mecanismo de reaccion
que sea plausible con lo observado.

REACTIVOS

Disolucioén fresca de hidréxido de sodio 0,1 mol L'; disolucién
de luminol, preparada por mezcla de 0,2 g de luminol en 125 mL
de NaOH 0,1mol L; disolucion de H,0, de 10 volimenes y
disolucién de HNO, concentrado.
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MATERIALES Y EQUIPOS

Fuente de corriente continua de 6,0 V o pilas (baterias)
comerciales de 1,5 V dispuestas en serie; agitador magnético;
soportes universales (2 U); pinzas tres dedos (2 U); conectores de
doble tornillos 0 mufas (2 U); conectores eléctrico caiman-caiman
(2 U); vasos de precipitado 100 mL; vasos precipitado 250 mL;
vasos precipitados 400 mL; barras de agitacién magnética;
electrodos de diversos materiales; pipetas graduadas; pipetas de
Pasteur y lija fina o abrasivo para metales.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Quimioluminiscencia Electrogenerada del Luminol 383

de realizar la conexion. Agitar la disolucién, apagar la luz, conectar
la fem y observar el fenémeno ocurrido.

Soportes universales

Pinzas de 4 dedos
| —

/G

\

Agitador/Calefactor nodo
Armar el equipo tal como se muestra en la Figura 1. Luego, ’ ‘ P daoe

tomar alicuotas de 60 mL de la disolucién bdsica de luminol en ( ) Fuente de poder

distintos vasos de precipitado de 100 mL. Conectar los cables

conectores caimdn-caiman a la fuente de poder y a los electrodos Figura 1. Montaje del equipo de electrdlisis

inmersos en la disolucién bdsica de luminol. En cada experimento

use como citodo y dnodo el mismo material. En caso de utilizar

una bateria puede ser necesario soldar cables a los terminales antes RESULTADOS EXPERIMENTALES

Tabla 1. Resumen de los resultados experimentales de la ECL de luminol a ~6,0 Volts

Ensayo  Electrodos H,O,(gotas)  Tratamiento delelectrodo Emisién Observaciones

la Clavos acero — — (-) No se observa luminiscencia, la disolucién adquiere
un color amarillo pélido. Hay burbujeo en la
superficie de ambos electrodos.

1b Clavos acero 10 — - ”

1c Clavos acero — Pulido con lija fina (+) Se observa luminiscencia en toda la superficie del

para metales 4nodo, y abundante burbujeo en el cédtodo.

1d Clavos acero 10 Pulido con lija fina (+) Se observa ECL en el anodo.

para metales

2a Grafito* — — (-) No se observa luminiscencia, la disolucién adquiere
un color amarillo pélido. Hay burbujeo en la
superficie de ambos electrodos.

2b Grafito 10 — - ”

3a Hojas afeitar®  — — (+) Por ambas caras de la porcién sumergida del dnodo
se observa ECL. La disolucién adquiere un tono
amarillo oscuro. El dnodo queda recubierto de una
pelicula de color café claro.

3b Hojas afeitar 10 — (+) Se observa ECL en el anodo.

4a Granallas Zn — — -) No se observa luminiscencia, hay burbujeo en
ambas granallas.

4b Granallas Zn 10 — - ?

Sa Moneda $ 10¢ — — (+) Se observa luminiscencia en el dnodo, en toda la
superficie de la moneda que estd en contacto con la
disolucién basica de luminol. Hay un abundante
burbujeo en el electrodo negativo.

5b Moneda $ 10 10 — (+) Se observa ECL en el anodo.

6a Amalgama? — — (+) Se observa luminiscencia en el dnodo, en toda la
superficie de la amalgama que estd en contacto con
la disolucion bdsica de luminol Hay un abundante
burbujeo en el electrodo negativo.

6b Amalgama 10 — +) Se observa ECL en el anodo.

7a Cobre® — — (-) No se observa luminiscencia, hay burbujeo en
ambos electrodos.

7b Cobre 10 — (-) ?

Tc Cobre HNO, (-) ?

7d Cobre 10 HNO, (-) ?

a: los electrodos de grafito se obtuvieron de ldpices de mina 2HB.; b: hojas de afeitar Gillete Platinum Plus; c: moneda de 10 centavos,
acufiada en Brasil con fecha 1994; d: amalgamas utilizadas en obturaciones dentales, todas presentan formas irregulares y e: alambre de

cobre para conexiones eléctricas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los antecedentes experimentales muestran que en el proceso
de electrdlisis de la disolucién bdsica de luminol, no todos los
electrodos ensayados producen la ECL. Ademas, es interesante notar
que la emisién de luz puede ocurrir también en ausencia de peréxido
de hidrégeno, H,0,, lo cual es evidencia de que en aquellos experi-
mentos en que dicho reactivo estaba ausente, hubo generacién in
situ de H,0, o en su defecto pudo formarse el anién superdxido,
O, directamente sobre la superficie del electrodo.

La discusion de las observaciones experimentales aqui encon-
tradas, se efectuara tomando en consideracion el mecanismo 2 de
ECL, mencionado en la introduccién. En disolucién bdsica, LH,
sufre una ionizacién para generar LH-, Fig. 2a. Luego, conforme a
la reaccién 8, mediada por la fuente de poder, fem, se produce el
radical L-, Fig 2b, que puede difundir desde la interfase electrodo-
disolucién y reaccionar con el anién superéxido, O,", producido
por las reacciones 10, 12, y emitir luz conforme a la reaccién 13.
No obstante, si L~ no alcanza a difundir hacia el seno de la
disolucidn, el radical se desactiva o apaga segtn la reacciéon 9. La
cinética de la difusién del radical L-, evidentemente, estaria limi-
tada por las caracteristicas propias del material usado como
electrodo, entre las que se puede mencionar la rugosidad superfici-
al, la presencia de poros, las deformaciones, la presencia de peli-
culas pasivantes, etc. Esto opera en el sentido de que el fendmeno
de adsorcion de L~ sobre la superficie del electrodo, es un factor
que limita la difusién, razén por la que no todos los electrodos
ensayados conducen a la observacion de luz.

:0: :0:
o
=N _=M:

(NH, 0o :NH, :0:
a: Anidn LH™ b: Radical L'~

Figura 2. Estructuras propuestas para LH y L~

Por otro lado, la presencia de H,0, en el medio de reaccion
genera el radical superéxido, O,",segun la reaccién (3) que en caso
de no encontrarse con L-, puede también apagarse segun la reaccion
11. No obstante, el fenémeno de la ECL es posible también

Quim. Nova

observarlo en ausencia de H,0O,. En efecto, en disoluciones bésicas
de luminol no desaireadas, el oxigeno molecular, O,, puede generar
el radical superéxido, O,”, conforme a la reaccién 12, necesario
para que ocurra la reaccién 13. También es posible que en el dnodo,
dependiendo del potencial aplicado, ocurra la siguiente reaccion:

20H - HO,+2¢ (15)

De este modo, la ECL operarfa de un modo similar a como
acontece cuando en el medio se incorpora disolucién de H,O,.

Apoyandose en el andlisis anterior, el alumno deberia ser ca-
paz de desarrollar el mecanismo 1 en una serie de etapas que
contemplen la formacién del anién monobdsico del luminol, LH,
la generacidn electroquimica de azaquinona y su eventual reaccion
con H,0, o con alguna de sus especies electrogeneradas, y final-
mente la produccién del 3-aminoftalato con la correspondiente
emision de fotones. Ademads, el mecanismo propuesto por el alumno,
debe ser consecuente con todas las observaciones experimentales,
como por ejemplo, evolucién de N, y la dependencia de la ECL
con el pH de la disolucion.
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