Application Note AN-EC-039

Fstudo de espectro-

eletroquimiluminescéncia da emissao
simultanea de dois luminotoros

Monitoramento por ECL do sistema de transferéncia de energia
por ressonancia (RET) formado por luminol e fluoresceina

A quimiluminescéncia eletrogerada, ou
eletroquimiluminescéncia (ECL), é a emissédo de luz
proveniente de estados excitados gerados por
reacoes de transferéncia de elétrons na superficie do
eletrodo.

Essa técnica oferece vantagens como alta
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versatilidade, excelente sensibilidade e um dispositivo
compacto e portatil. Além disso, a ECL permite
controle temporal e espacial preciso da reacéo [1,2].

Esta Nota de Aplicacdo descreve a resposta de ECL
quando mais de um luminéforo estd presente em

uma solucéo.
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INSTRUMENTACAO E SOFTWARE

Os experimentos de ECL sdo realizados utilizando o
instrumento SpectroECL, equipado com uma célula
microespectrometro (Figura 1) ou com uma célula
fotodiodo (ECLPHOTODIODCELL) como detector.
Eletrodos serigrafados de carbono (SPEs, 110) sdo
utilizados para realizar os experimentos de ECL.

O SpectroECL é controlado pelo software DropView
SPELEC, que permite a coleta simultanea do sinal
eletroquimico e do sinal de luz emitida. Além disso, o
software inclui ferramentas para tratamento e analise
de dados. A Tabela 1 lista todo o hardware e
software utilizados neste estudo.

Tabela 1. Visdo geral do hardware e software utilizados.

Equipamento

Figura 1. O instrumento SpectrotCL e a célula
microespectrometro.

Numero do artigo

Instrumento SPECTROECL

Célula ECLPHOTODIODCELL
SPE de ouro 110

Cabo de conexao para SPEs CAST

Software DropView SPELEC

ECL DO LUMINOFORO LUMINOL

A excitacdo eletroquimica de 0,002 mol/L de luminol
na presenca de 0,05 mol/L de perdxido de hidrogénio
em tampdo PBS 0,1 mol/L (pH 8) é realizada por
voltametria de varredura linear, de 0,00V a+1,00V, a
0,05 V/s.

O detector fotodiodo integrado ao
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ECLPHOTODIODCELL registra o sinal total de ECL,
porém nao fornece resolucao de comprimento de
onda.

Esse detector é altamente sensivel, permitindo a
deteccao de concentracdes muito baixas do
luminoforo em estudo.
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Como pode ser observado na Figura 2, o
voltamograma de varredura linear (linha azul) mostra
um pico de oxidacdo em 0,30V, correspondente a
oxidacdo eletroquimica do luminol na presenca de
perdxido de hidrogénio. Isso também gera a emissao
de luz em 425 nm, registrada pelo fotodiodo como
emissao total de luz (linha verde). Os picos de ECL e
eletroquimico coincidem exatamente em 0,30 V.

O sinal de ECL do luminol na presenca de perdxido de
hidrogénio apresenta seu comportamento
caracteristico, com a intensidade de emissao

aumentando durante a oxidacdo do luminol [3,4].

Repetindo o experimento com o microespectrometro
como detector, observa-se a mesma resposta
eletroquimica (linha azul, Figura 2), mas a resposta
Optica é diferente, ja que o microespectrémetro
diferencia os comprimentos de onda. O espectro
registrado apresenta uma Unica banda de emisséo
em 425 nm, como visto na Figura 3a.

A evolucdo da emissdo em 425 nm em funcdo do
potencial pode ser obtida utilizando a ferramenta
«Spectra vs EC» no DropView SPELEC. Como pode ser
visto na Figura 3b, o comportamento da ECL coincide
exatamente com a resposta de ECL obtida pelo
detector fotodiodo (linha verde, Figura 2). A emissao
de ECL atinge o maximo quando o pico de oxidacdo
do luminol em 0,30 V ¢é observado
eletroquimicamente.
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Figura 2. \Voltamograma linear (linha azul) e sinal de ECL (linha
verde) para 0,002 mol/L de luminol e 0,05 mol/L de peréxido de
hidrogénio em solucao PBS, utilizando o ECLPHOTODIODCELL.
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Figura 3a. Sinal de ECL para 0,002 mol/L de luminol e 0,05
mol/L de perdxido de hidrogénio em solucao PBS, utilizando a
célula microespectrémetro.
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Figura 3b. Evolucdo da emisséo do luminol em 425 nm em
funcdo do potencial.
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ECL DOS LUMINOFOROS LUMINOL E FLUORESCEINA

O sistema de transferéncia de energia por ressonancia
(RET) formado pelos lumindforos luminol (doador) e
fluoresceina (aceptor) [5] é estudado. De acordo com
0 mecanismo de RET, o luminol gera luminescéncia ao

A andlise desse sistema utilizando o
ECLPHOTODIODCELL fornece as respostas
eletroquimica (linha azul) e de ECL (linha verde)
mostradas na Figura 4. Como apenas o luminol sofre
oxidacdo eletroquimica, o voltamograma ¢ idéntico
ao obtido sem fluoresceina (Figura 2). O detector
fotodiodo registra um aumento na intensidade total
de ECL durante a oxidacdo do luminol em 0,30 V.
Porém, como o fotodiodo ndo registra os espectros
de emissao, ele ndo consegue distinguir as
contribuicoes do luminol e da fluoresceina.

Ao repetir o experimento utilizando a célula
microespectrémetro, o comportamento
eletroquimico permanece o mesmo (linha azul,
Figura 4), mas a ECL apresenta duas bandas de
emissdo. A Figura 5a mostra os espectros registrados
durante a voltametria de varredura linear. A banda
em 425 nm corresponde a emissao do luminol,
enquanto a banda em 530 nm estd associada a
emissao da fluoresceina. Isso confirma a RET do
luminol para a fluoresceina e demonstra a
capacidade do microespectrémetro de diferenciar as
emissoes de diferentes lumindéforos.
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sofrer oxidacao eletroquimica na presenca de
perdxido de hidrogénio. Parte dessa luz emitida atua
como fonte de excitacdo para a fluoresceina, que
reemite luz em um comprimento de onda diferente.
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Figura 4. \Voltamograma linear (linha azul) e sinal de ECL (linha
verde) para 0,002 mol/L de luminol, 0,0001 mol/L de
fluoresceina e 0,05 mol/L de peroxido de hidrogénio em solugao
PBS, utilizando o ECLPHOTODIODCELL.
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Figura 5a. Sinal de ECL para 0,002 mol/L de luminol, 0,0001
mol/L de fluoresceina e 0,05 mol/L de perodxido de hidrogénio
em solucdo PBS, utilizando a célula microespectrometro.
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A evolucdo das emissées em funcao do potencial é
analisada utilizando a ferramenta «Spectra vs EC» no
DropView SPELEC. Como pode ser observado na
Figura 5b, as emissdes do luminol e da fluoresceina
aumentam durante a oxidacdo do luminol e atingem
seus maximos em 0,30 V. A resposta de espectro-
eletroquimiluminescéncia também permite avaliar a
contribuicdo de cada lumindforo, mostrando que a
emissdo do luminol é maior que o sinal da
fluoresceina.

CONCLUSAO

O sistema de ECL formado pelo luminol como
lumindforo e perdxido de hidrogénio como co-
reagente, assim como o sistema de ECL por RET
baseado em dois lumindforos, luminol e fluoresceina,
com peroxido de hidrogénio como co-reagente,
foram estudados utilizando o SpectroECL com dois
detectores diferentes.

O detector fotodiodo nao discrimina entre
comprimentos de onda e registra a intensidade total
de luminescéncia para cada ponto eletroguimico. A
célula fotodiodo é muito Util para a deteccdo de
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Figura 5b. Evolucdo da emissdo do luminol em 425 nm em
funcdo do potencial.
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SpectroElectrochemiluminescence instrument for
Screen-Printed Electrodes

SpectroECL combines in one equipment a
biopotentiostat/galvanostat and a
microspectrometer integrated in an innovative cell for
Screen-Printed Electrodes. This miniaturized and
portable alternative is perfect for performing
Electrogenerated Chemiluminescence (ECL)
measurements

Photodiode cell for electrochemiluminescence
measurements

Cell for screen-printed electrodes to perform
electrochemiluminescence measurements. This ABS
cell includes a Silicon photodiode with preamp with a
spectral response range 340 - 1100 nm and peak
sensitivity wavelength of 960nm.

This cell should be used in combination with uStat
ECL or uStat SpectroECL electrochemiluminiscence
instruments.

i-21Stat Cable Connector for Screen-Printed Electrodes
Connector that act as an interface between our
Screen-Printed Electrodes and Metrohm DropSens
potentiostats.
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https://www.metrohm.com/products/d/rp-s/drp-spectroecl.html
https://www.metrohm.com/products/d/rp-s/drp-spectroecl.html
https://www.metrohm.com/products/d/rp-e/drp-eclphotodiodcell.html
https://www.metrohm.com/products/d/rp-e/drp-eclphotodiodcell.html
https://www.metrohm.com/products/d/rp-i/drp-i-cast.html
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