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RESUMEN

APLICACIONES DE ELECTRODOS ENZIMATICOS Y MULTICAPAS ENZIMATICAS EN BIOSENSORES Y BIOCELDAS
DE COMBUSTIBLE

El presente trabajo de tesis se basa en el estudio de multicapas enzimaticas y electrodos
enzimaticos destinados a la fabricacién de biosensores y biocdtodos para celdas de
combustible. Las multicapas, de espesores nanométricos, se fabricaron utilizando el
método de autoensamblado capa por capa, _empleando enzimas y el polielectrolito
electroactivo PAH-Os.

El primer objetivo es extender el sistema de reconocimiento molecular de glucosa
integrado por una enzima redox (GOx) mediada por su cable molecular (PAH-Os) (que ha
sido estudiado previamente en este laboratorio) al disefio de un nuevo biosensor que
brinde posibilidades de sensado Unicas y permita sensar diferentes analitos. A este
respecto se construyd el primer nanobiosensor dptico autoensamblando capa por capa
esos dos componentes sobre la superficie de nanoparticulas de Oro para dar una
transduccion o6ptica que ademds aprovecha las propiedades plasmonicas de las
nanoparticulas de Oro.

El segundo objetivo es extender ese mismo sistema (GOx/PAH-Os) a un sistema que
emplee una enzima redox diferente, y que también posea interés industrial. En esta
direccidn, se estudid el sistema Lacasa/PAH-Os como biocatodo para celdas de
combustible (la Lacasa es una enzima redox que cataliza la oxidacién de bifenoles
reduciendo O, a H,0). Se encontré que durante la electroreduccion de oxigeno, catalizada
por Lacasa y mediada por PAH-Os, la enzima produce pequefias cantidades de perdxido
de hidrégeno (que ademads la inhiben), demostrandose que el mecanismo de Solomon,
que predice la reduccidon de oxigeno por 4 electrones sin produccién de H,0, es
incompleto, al no tener en cuenta el camino de la desorcién del H,0, observado en el
presente estudio. Este biocdtodo, en condiciones de conveccidon forzada, posee una
actividad especifica considerable de 0.3mA.cm™ a un potencial de 0.3V lo cual lo
convierte en un posible candidato para su implementacién en celdas de biocombustible.
Se compard ademads este biocatodo con el sistema que emplea transferencia electrénica
directa de la enzima con una superficie de carbono grafitico, mostrandose ademas por
primera vez las curvas de calibraciéon de de un sistema de este tipo. Se compararon
ambos biocatodos entre si y a éstos con un cdtodo de Platino, concluyendo que el
biocatodo no mediado no es apto para la produccién de potencia eléctrica debido a una
bajisima actividad especifica.

En base a las evidencias previas a esta tesis, sobre el marcado efecto de la naturaleza y
carga de la ultima capa de multicapas electroactivas en el fendmeno de transporte
electronico, se estudié este mismo fendmeno en los dos electrodos enzimaticos (PAH-
Os/Lac, PAH-Os/GOx), observandose que el proceso biocatalitico es seriamente impedido
por la adsorcidon de un polianién, reflejado a través de la abrupta caida en el coeficiente
de difusion del electrén.

Palabras clave: Autoensamblado capa por capa, Electrodo enzimdtico, biosensor,
nanoparticulas de Oro, Dispersion Raman, Lacasa, Celdas de combustible, Transferencia
electronica directa, biocdtodo, polimero de Osmio, perdxido de hidrogeno, efecto ultima
capa




ABSTRACT

APLICATIONS OF ENZYMATIC ELECTRODES AND ENZYMATIC MULTILAYERS IN BIOSENSORS AND BIOFUEL
CELLS

The present thesis work is based on the study of enzymatic multilayers and enzymatic
electrodes designed for biosensors and biofuel cell cathodes. These multilayers, of
nanometric thicknesses, were built using layer by layer (Ibl) self assembly of enzymes and
an electroactive polyelectrolyte PAH-Os.

The first goal is to extend the glucose molecular recognition system, comprised of a redox
enzyme (GOx) and its molecular wire (PAH-Os) (which has been studied previously in this
laboratory), to the design of a new biosensor which would allow unique sensing
possibilities and sensing of different analytes. In this regard, the first optical
nanobiosensor based on a wired enzyme inside the shell of 20nm gold nanoparticles was
built using the Ibl method to give optical transduction, and on top of that, taking
advantage of the plasmonic properties of the gold particles.

The second objective is to extend this same system (GOx/PAH-0s) to one which would
make use of a different redox enzyme, also with industrial relevance. In this direction, the
system Laccase/PAH-Os was studied as a biocathode for biofuel cells (Laccase is a redox
enzyme which catalyzes the oxidation of biphenols reducing O, to H,0). It was found that
during the electroreduction of oxygen, small amounts of hydrogen peroxide are produced
by the enzyme (it was also found that this H,0, also inhibits it), thus showing that
Solomon’s mechanism which predicts the reduction of O, by 4 electrons without
production of H,0, is incomplete, since it does not take into account the desorption path
of H,O, observed in this study. This biocathode under forced convection has a
considerable specific activity of 0.3mA.cm™ and a potential of 0.3V which make it a
possible candidate for biofuel cells. This biocathode was also compared to the non
mediated enzymatic system which makes use of the direct electron transfer of Laccase
with graphitic carbon surfaces, showing for the first time the calibration curves for such a
system. Both these biocathodes were compared with each other and with a Platinum
cathode, showing that the non mediated biocathode is not fit for biofuel cells given its
extremely low specific activity.

Based on previous evidence regarding the clear effect of the nature and charge of the last
layer in electroactive multilayers on the electron transport, this same phenomenon was
studied in both enzymatic electrodes (PAH-Os/Lac and PAH-Os/GOx) showing that the
catalytic process is severely hindered by the absorption of a polyanion, as reflected by the
dramatic fall in the electron diffusion coefficient.

Keywords:  Layer by layer self assembly, enzymatic electrode, biosensor, gold
nanoparticle, Raman Scattering, Laccase, biofuel cells, direct electron transfer,
biocathode, Osmium Polymer, hydrogen peroxide, last layer effect
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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El presente trabajo de tesis se basa en el estudio de multicapas enzimaticas y electrodos
enzimdaticos destinados a la fabricacion de biosensores y biocatodos para celdas de
combustible. Las multicapas son de espesores nanometricos y se fabricaron empleando el
método de autoensamblado capa por capa empleando enzimas y polielectrolitos
electroactivos.

Estos electrodos se caracterizaron exhaustivamente con multiples y complementarias
técnicas de superficie y se analizaron principalmente por técnicas electroquimicas.

El objetivo general ha sido estudiar la respuesta electroquimica u dptica de los mismos,
sus propiedades fisicoquimicas asi también como su aplicacidn en el desarrollo de
biosensores y bioceldas de combustible.

En este capitulo se presenta el marco conceptual que motivd este trabajo de tesis
juntamente con los objetivos perseguidos y una breve descripcién del contenido de cada
uno de los capitulos que lo componen.

ESTRUCTURAS SUPRAMOLECULARES

Autoensamblado y autoorganizacion

Dentro del campo de la ciencia de materiales se ha desarrollado en las ultimas décadas
una importante confluencia de diversas ramas de la quimica en las que componentes
bioldgicos, poliméricos y organicos se han sumado a los cldsicos materiales inorganicos o
metales. Se crea asi un campo interdisciplinario donde es posible desarrollar dispositivos
altamente integrados que combinan procesos quimicos y fisicos con aquellos de tipo
bioldgico.

Asi, la limitacidon de ciertos procesos en la naturaleza ha conducido a la busqueda de
sistemas autoorganizados expandiendo el mundo molecular de la quimica al dominio
supramolecular.

Surge en este contexto el término de sistema autoensamblado como la evolucion de uno
0 mas componentes hacia un confinamiento espacial mediante conexiones espontaneas
dandose la formacién de entidades discretas o extendidas a escala molecular (covalente)
o supramolecular (no covalente)™.

Autoensamblado asistido: el reconocimiento molecular

Gran parte de los primeros estudios que dieron lugar al término de quimica
supramolecular estuvieron orientados al disefio de compuestos capaces de complejar
selectivamente cationes. A partir de estas investigaciones surgid el concepto de
reconocimiento molecular, entendido como un proceso que involucra una serie de

! Lehn, J-M. Supramolecular Chemistry. Concepts and perspectives. VCH: Weinheim, 1995
2



interacciones moleculares bien definidas resultando en una unién con un propdsito
especificoz. De esta manera, una simple unidn quimica no representa solo un proceso de
reconocimiento, a diferencia de lo que ocurre en las interacciones receptor-ligando a
nivel celular en las que se almacena informacién, ya sea en la arquitectura del receptor,
en sus sitios de unién o en la unién con el ligando, sino que esta informacidn actua sobre
el sistema interviniendo en reacciones, procesos de transporte y/o regulacion metabdlica.
El reconocimiento implica entonces, una complementariedad geométrica y de
interacciones entre las partes involucradas. Esta idea, resumida por Emil Fischer con su
aproximacion “llave-cerradura”® para describir las interacciones bioquimicas, encontré su
equivalente quimico en la sintesis de los éter corona. Estos compuestos disefiados para
“atrapar” cationes selectivamente han evolucionado hacia una multitud de compuestos,
como los criptatos4. Estas especies, unidas a un polimero o libres en solucién, han sido
empleadas para extraccion selectiva de iones, separacion isotdpica y remocidon de
metales toxicos.

Habiendo sentado una base para el reconocimiento molecular entre dos compuestos, el
siguiente paso es orientarlos espacialmente con el fin de permitir el crecimiento de una
estructura a través de ese proceso de reconocimiento.

A partir del autoensamblado de compuestos inorgdnicos de coordinacién se logré la
formacién de arquitecturas metalo-supramoleculares bien definidas compuestas de
ligandos organicos e iones de metales de transicion. Estos ultimos sirven de “cemento”
para mantener a los ligandos orientados en una direccion predeterminada.

El autoensamblado como estrategia de sintesis ha estado confinado al ambito de las
moléculas porque en general, la quimica ha estado tradicionalmente circunscripta a esos
limites. Sin embargo, la interpenetracidn de las disciplinas quimicas con las bioldgicas y
las ciencias de materiales junto con las necesidades tecnoldgicas de obtener estructuras
micro y nanométricas han ampliado el campo de lo meramente molecular. George
Whitesides® distingue tres nuevas categorias de elementos en las que el proceso de
autoensamblado se ha vuelto importante y que se diferencian segin el tamafio de los
mismos: elementos en escala molecular, en nanoescala (donde encontramos coloides,
nanocables, nanoesferas y estructuras relacionadas) y elementos mesometricos a
macroscopicos, en la que se tiene objetos con dimensiones que varian desde los micrones
a centimetros.

De esta manera, el reconocimiento molecular, el autoensamblado y la autoorganizacion
abren el abanico de posibilidades de la quimica de materiales hacia un drea de materiales
supramoleculares mas complejos, posibilitando la generacion controlada de arquitecturas
y disefos en capas moleculares, peliculas, membranas o micelas. De esta forma, la
fabricacion de dispositivos en escala micro y nanoscopica estara basada en interacciones
moleculares de distintos elementos que, cooperativamente, resultardn en la estructura
deseada.

% Lehn JM. Supramolecular Chemistry. Concepts and perspectives. VCH: Weinheim, 1995

3 Fischer, E. Ver Dt. Chem Ges. 1894, 27,2985

* Amendola V, Bergamaschi V, Buttafava A, Fabbrizzi F, Monzani E. J. Am. Chem. Soc., 2010, 132 (1), pp 147-156
> Whitesides GM, Boncheva M. Proc. Natl. Acad. Sci 2002, 99. 4769
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ENZIMAS

Las enzimas, catalizadores biolégicos, son macromoléculas involucradas en numerosas
transformaciones quimicas. La gran mayoria de las enzimas son proteinas, polimeros
lineales y no ramificados de veinte aminodcidos diferentes, aunque se han incorporado a
este grupo, recientemente, ciertas moléculas de ARN con actividad catalitica®. La alta
especificidad, tanto en la reaccidn que catalizan como en la seleccidn de las sustancias
reaccionantes (sustratos), resulta ser su caracteristica mas sobresaliente. Dentro de la
variedad de reacciones en las que intervienen nos ocuparemos principalmente de las
enzimas que participan en procesos de oxido-reduccion conocidas como
oxidorreductasas.

Las enzimas tienen estereoespecificidad por una o varias moléculas de una misma familia
a las que se denominan sustratos (S). Estos son reconocidos especificamente vy
transformados quimicamente en productos (P) con una velocidad 102 — 10%° veces mayor
gue en ausencia de la enzima bajo las mismas condiciones.

La capacidad catalitica enzimatica varia considerablemente. Una molécula de enzima es
capaz de transformar entre 0.5 y 6000000 moléculas de sustrato en un segundo,
velocidad que puede ser alterada por la presencia de inhibidores o activadores.

Por diversas técnicas bioquimicas las enzimas pueden extraerse de los organismos que las
sintetizan y trabajar con ellas “in vitro”, incorporandolas al sistemas de interés.

Enzimas redox

Un grupo muy importante de enzimas son las denominadas enzimas redox, u
Oxidorreductasas. Estas son enzimas que catalizan reacciones redox, donde una molécula
se oxida y otra se reduce; esto se encuentra representado en la Figura 1:

Cosustratog, -

~

&

_— Enzimareq < — Productogy
" \ /

. N . / N
Cosustrato,eq < “=Enzimag, “~_Productoreqd

Figura 1. Representacion esquematica del mecanismo catalitico de una enzima oxidorreductasa. Los subindices “ox” y
“red” representan oxidado y reducido

® Bass BL, Cech TR. Nature. 1984 Apr 26-May 2;308(5962):820-6.
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Se observa que, en una primera etapa, la enzima es reducida al aceptar electrones
procedentes del sustrato. A continuacién en una segunda etapa, la enzima reduce a otro
aceptor de electrones, el cosustrato o mediador. Hasta tanto exista cosustrato en estado
oxidado y sustrato en estado reducido, la proteina alterna entre sus dos estados redox.
Esto permite repetir el proceso biocatalitico conduciendo a un estado estacionario.

El mediador, también una especie redox, tomara o cederd electrones de la enzima para
reconvertirla a su estado de oxidacién original. Estas enzimas también son conocidas
como enzimas de dos sustratos, conociéndose comunmente al mediador como segundo
sustrato. La alternancia de los grupos prostéticos entre los estados reducido y oxidado
promueve la transferencia de electrones desde el reductor hacia el oxidante en diversos
procesos metabdlicos como la fotosintesis y la respiracién. Dado que la enzima alterna
entre dos estados de oxidacion para convertir sustrato en producto es frecuente hablar
de un mecanismo ping-pong.

En la clasificacion de las enzimas, las oxidorreductasas son mayoritarias respecto a las
otras categorias. La mayoria de las enzimas redox forman complejos con metales (Fe, Cu,
Mo) compuestos orgdnicos (flavinas, quinonas) u organometalicos (Fe-hemo).

Es posible emplear un cosustrato artificial, es decir, uno diferente al de la enzima en Ila
naturaleza, para transducir el proceso enzimatico redox ya que, generalmente las enzimas
aceptan una gran variedad de especies que participen como cosustratos artificiales. Por lo
tanto, se pueden sintetizar cosustratos artificiales para que posean alguna propiedad
eléctrica u dptica especifica.

Esto es lo que se ha hecho en gran parte de esta tesis, empleando como mediador, un
polimero redox “PAH-0s” que cumple la doble funcidn de 1) conectar eléctricamente con
el sitio activo (de aqui en adelante “cablear”) de la enzima redox y 2) de permitir el
autoensamblado capa por capa. Este polimero sintético tiene interesantes propiedades
Opticas y eléctricas que serdn vistas mas adelante.

Si el mediador forma parte de un electrodo entonces la transferencia electrénica entre el
cosustrato y/o la enzima y la superficie del dispositivo implica un pasaje de electrones
gue puede ser medido y asociado a la concentracidon del sustrato. Este es el principio de
funcionamiento de un biosensor amperomeétrico. Analizando la Figura 1 se observa que
también se podria monitorear un cambio en alguna propiedad dptica del mediador,
sustrato o enzima frente al cambio de estado redox y, de esta manera, se obtendria un
biosensor dptico. Si el mediador se elige o sintetiza para que tenga propiedades dpticas
utiles, se pueden desarrollar sensores altamente sensibles. Tal es el caso de ciertos
biosensores en los que se monitorea la fluorescencia del mediador’ que cablea una
enzima, o por ejemplo, la sefial Resonante de Raman de un mediador soluble que
participa en el reconocimiento de un antigeno en un inmunoensayo ELISA®®, lo cual
permite una sensibilidad en la deteccién del analito de pg.mL™.

7 Virel A, Sanchez-Lopez J, Saa L, Garcia AC, Pavlov V. Chemistry. 2009 Jun 15;15(25):6194-8..

8 Laing S, Hernandez-Santana A, Sassmannshausen J, Asquith DL, Mclnnes IB, Faulds K, Graham D. Anal Chem. 2011 Jan
1;83(1):297-302. Epub 2010 Dec 1.

% Stevenson R, Ingram A, Leung H, McMillan DC, Graham D. Analyst. 2009 May;134(5):842-4.
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Glucosa oxidasa

La enzima glucosa oxidasa (GOx, EC 1.1.3.4) es una flavoproteina que cataliza la
conversién de la B-D glucosa a D-gluconolactona y H,0, utilizando O, como oxidante;
posteriormente, la hidrdlisis de la D-gluconolactona produce acido gluconico (Figura 2).
Esta enzima es altamente especifica hacia la [B-D glucopiranosa ya que muestra una
actividad muy baja con isémeros, analogos y otros azucares. Aunque el O, es el oxidante
mas efectivo la enzima es eficiente con otros aceptores de hidrégeno como 2,6
diclorofenolindofenol, quinonas, o ferrocenos.

EH20H CH,OH
o)
H
OH H —0 + Hzoz
OH
H HO
CH,OH
OH
b I
OH OH
H HO H HO

Figura 2. Oxidacion B-D glucosa a D-gluconolactona catalizada por la enzima glucosa oxidasa (GOx) y la posterior
hidrélisis del anillo lactamico.

Numerosos organismos inferiores (hongos y levaduras) sintetizan la GOx y la excretan al
medio exterior. Aparentemente su funcién principal es la generacién de H,0, para la
accion de las peroxidasas implicadas en la degradacién de la lignina™.

La accion catalitica de la enzima sigue el mecanismo de ping pong explicado
anteriormente:

E oxean) + OlUCOSE—2— E -\ — dlucosa

kcat

Eoxgan) + OlUCOSE—— E . rapn,, — dlUCONOlACONE

k
E earaon,) T O > Eoxany — H20,

Donde Eqap)-glucosa denota el complejo enzima-sustrato

11 12
Los valores reportados

para las constantes cinéticas para esta reaccion son: ke, : 900 s
L Kus: 68mM; k @ 1.6x10° M™*s™ . La GOx excretada por el hongo Aspergillus Niger es un
homodimero de peso molecular que varia entre 150 y 180kDa, cuyo punto isoeléctrico es

4.2" (pl=4.2) , y que contiene un grupo FAD (Flavina adenina dinucleotido) por subunidad

1% Daniel F,Volc J, Kubatova E. Applied and Environmental Microbiology, JULY 1994, p. 2524-2532
1 Bright HJ, Appleby M. J. Biol. Chem., 1969. 244(13): p. 3625-3634

12 \Weibel MK, Bright HJ. J. Biol. Chem., 1971. 246(9): p. 2734-2744.

B www.brenda-enzymes.org
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firmemente unido por interacciones no covalentes. La disociacién de ambas subunidades
provoca la pérdida de este cofactor'. La secuencia de aminoacidos determinada a partir
de la secuencia de DNA™*® presenta 583 residuos y se ha determinado aproximadamente
qgue un 10-16/ de su peso molecular lo constituyen carbohidratos, preferentemente
manosa. La estructura de Rayos X se obtuvo de la enzima deglicosilada en un 95/ *"*%. El
clivaje enzimatico de los azucares unidos a la enzima afecta levemente tanto su
estabilidad en soluciones de pH dcido como sus constantes cinéticas.

La morfologia general del mondmero es la de un esferoide compacto de dimensiones 60
A x 52 A x37A mientras que el dimero posee 60 A x 52 A x 77 A. La molécula posee dos
dominios estructurales separados como se muestra en la Figura 3. Los dos mondmeros

son idénticos, y estan unidos no-covalentemente por 120 puntos de contacto.

4 D
v F |
- &

AL
’AX‘" S AT

4 R
7 | f'/

Figura 3. A: Estructura de Rayos X del dimero de GOx deglicosilado en un 95/ . B: Estructura del monémero. GOx de
Aspergillus Niger (Cédigo PDB: 1CF3). Se ven el FAD (naranja en A, verde en B), las a-hélices y las hojas-B.

La presencia de dos moléculas de FAD unidas en forma no covalente a cada uno de los
polipéptidos es particularmente relevante para el mecanismo de catdlisis. Estos grupos
cromoforos presentan maximos de absorcién a 377nm y 455nm en el espectro UV-Vis y
se muestran en la Figura 4:

4 Jones MN, Manley P, Wilkinson A. Biochem. J. 1982,203, 285

15 Kriechbaym M, Heilmann HJ, Wientjes FJ, Hanh M, Jany KD, Gassen HG, Alaeddinoglu G. FEBS Letters 1989, 225, 63

18 Frederick KR, Tung J, Emerick RS, Aisarz FR, Chamberlain HS, Vasavada A, Rosenberg S, Chakraborty S, Schopfer LM,
Massey V. J Biol. Chem. 1990, 265, 3793

' Kalisz HM, Hecht HJ, Schomburg D, Schmid RD. J Mol.Biol. 1990,213,207-209

'8 Hecht HJ, Kalisz HM, Hendle J, Schmid RD, Schomburg D. J.Mol. Biol. 1993, 229, 153
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Figura 4. Estructura quimica del FAD en su forma oxidada y reducida. A la izquierda se halla el anillo de isoaloxacina y
a la derecha el grupo adenina dinucleotido.
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Estudios espectroscépicos han demostrado que existe fluorescencia en el UV con un
maximo de emisién a 334nm y dos maximos de excitacidon a 224 y 278nm debido a la
presencia de los residuos triptofano. Por otra parte, la fluorescencia de los sitios FAD a
520nm es desactivada por los aminodcidos adyacentes al grupo prostético.

Los sitios FAD, separados a 27A entre si, estan situados cerca de la interface dimerica
donde la ribosa y el grupo pirofosfato se hallan comprometidos en uniones de tipo
puente hidrégeno.

Las flavoenzimas catalizan una gran variedad de procesos bioquimicos: dehidrogenacion
de sustratos, transporte electrénico, activacién de oxigeno, bioluminiscencia y
fototropismo™.

En esta tesis se empleo la enzima Glucosa Oxidasa para fabricar un biosensor foténico de
glucosa basado en nanoparticulas (Capitulo 3). Este sistema representa ademads una
plataforma que permite, en principio, ser adaptada para detectar otros analitos,
mediante el empleo de otras enzimas redox para otros analitos de interés.

Peroxidasa de Rabano y de Soja

Las peroxidasas son enzimas redox que catalizan la oxidacién de un compuesto mediada
por H,0,:

2AH+H,0, —Feexdasa . oa 4 2H,0

La mayoria de las peroxidasas contienen un grupo hemo, representado en la Figura 5,
involucrado en el proceso de oxidacidon de una variedad de donores de hidrégeno. El

9 Ghila S, Massey V. Biochim. Biophys. Acta 1986, 239,1



entorno de este grupo estd determinado por la presencia de dos ligandos de histidina, Ly
L". Es posible distinguir un ligando proximal que interactia fuertemente con el metal de la
porfirina mientras que el otro, mas alejado, forma parte de un entorno distal con otros
aminodacidos donde se coordina el sustrato. Estas histidinas en particular son residuos
gue se conservan en casi todos los diferentes tipos de peroxidasas.

Figura 5. Grupo hemo presente en las peroxidasas

La actividad de las peroxidasas se halla relacionada con varios procesos bioquimicos en
plantas incluyendo biosintesis de lignina, polimerizacién de extensinas, metabolismo de

auxinas y resistencia a enfermedades®>*

. Dentro de esta familia, la peroxidasa de rdbano
(HRP) particularmente la isoenzima C, es la mejor estudiada en sus aspectos estructurales
cataliticos y mecanismo de accidon. La HRP es empleada en numerosas aplicaciones
tecnoldgicas: ensayos de diagndstico (ej. ELISA)?, biosensores amperométricos®>?*, vy
sintesis de poh’meroszs.

Una peroxidasa relativamente nueva, la Peroxidasa de Soja (SBP) (1.11.1.7), atrajo la
atencion de los investigadores debido a su alta estabilidad térmica incluso a bajos pH y la
particularidad de tener actividad en solventes orgénicoszs. Esta peroxidasa es expresada
en el tegumento de la semilla de soja como una sola isoenzima y hasta el momento, su
funcién en la planta resulta desconocida. La electroforésis SDS-PAGE indica que la
isoenzima posee una masa molecular de aproximadamente 37kDa?’, mientras que el
isoelectroenfoque sefiala que tiene un pl de 4.1. Por otra parte, el tratamiento de la
enzima con glicopeptidasas junto con estudios de espectroscopia de masa MALDI TOF
concluyeron que los carbohidratos unidos a la proteina representan un 18,2/ de la masa
de la SBP.

La expresion de la enzima en E. Coli permitié obtener la forma recombinante que, como

era de esperar, estaba desprovista de los residuos de hidrato de carbono. Las grandes

20 Gaspar T, Penel C, Thorpe T, Greppin H. Peroxidases 1970-1980; University of Geneva Presee: Geneva, Switzerland,
1982

2L van Hustee RB. Annu. Rev. Plant Physiol. 1987, 38, 205

22 Gostling JP. Chem. 1990, 36,1408.

2 Bartlett PN, Birkin PR, Palmisano F, De Benedetto GJ. Chem. Soc. Faraday Trans. 1996, 92,3123

2 Ruzgas T, Csoregi E, Emneus J, Gorton L, Marko-Varga G. Anal. Chim. Acta 1996, 330, 123

% Fukuoka T, Tonami H, Maruichi N, Uyama H, Kobayas S, Hideyuki H. Macromolecules. 2000, 33, 9152

% Blinkovsky AM, Mc Eldoon JP, Arnold JM, Dordick JS. Appl. Biochem. Biotechnol. 1994, 49, 153

7 Gillikin, J.W.; Graham, J.S. Plant Physiol. 1992, 96,214
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cantidades de enzima obtenida facilitaron la preparacion de cristales para determinar la
estructura de Rayos X de la proteina deglicosilada28 con una resolucién de 2.8 A tal como
se muestra en la siguiente figura:

Hemo ()
" ~

lones Ca2+

Figura 6. Estructura de la enzima Peroxidasa de Soja seiialando el grupo prostético hemo en el centro y dos iones

2+

Ca

Dadas las atractivas caracteristicas de esta enzima, sus perspectivas de uso en
biosensores han estado dirigidas a dispositivos amperométricos para detectar H,0, en
medio acido® y a altas temperaturas”.

Lacasa

La oxidorreductasa Lacasa (EC 1.10.3.2; benzenediol: oxygen oxidoreductase) es una
metaloenzima monomerica que cataliza la oxidacion de bifenoles y la reduccidn mediante
cuatro electrones de oxigeno molecular a agua. Las reacciones que ocurren en la
naturaleza son:

2Fenol,, + Lac[4Cu(2+)] —» Lad4Cu(k)]+ 2Feno,
Lac[4Cu(&)]+ 0, +4H" <> ES— Lac[4Cu(2+)]+2H,0

Su funcién en la naturaleza es la de degradar la lignina que protege a la celulosa. Es
secretada por hongos junto con otras enzimas degradadoras de lignina (Manganeso
peroxidasa y Glioxal Peroxidasa), que actuan en conjunto para degradar al biopolimero
Iigninasl.

%8 Henriksen A, Mirza O, Indiani C, Teilum K, Smulevich G, Welinder KG, Gahhede M. Protein Science. 2001, 10, 108
* Wang, B.; Li, B.; Wang, Z.; Wang Q.; Dong, S. Anal Chem. 1999,71,1935

% Kenausis G, Chen Q, Heller A. Anal Chem. 1997, 69, 1054

3! | evin L, Forchiassin F, Ramos AM. Mycologia. 2002 May-Jun;94(3):377-83.
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El sitio activo de esta enzima esta compuesto por 4 atomos de Cobre: 1 atomo
denominado “T;” que recibe los electrones del sustrato (cuyo E° = 0.61V vs. Ag/AgCl) y
tres atomos de Cobre que conforman el sitio trinuclear “T,/T3”. El rol de este sitio
trinuclear es el de unir irreversiblemente el O, y activarlo para la reduccidn.

En esta tesis se estudiaron y fabricaron biocatodos para celdas de combustible
empleando la enzima Lacasa del hongo Trametes Trogii (Capitulo 4) y se realizaron
descubrimientos fundamentales en el mecanismo de funcionamiento de esta enzima.

El peso molecular de la Lacasa de Trametes Trogii empleada en este estudio es de 56kDa
y su punto isoeléctrico reportado es de 4.4** (pl=4.4).

CINETICA ENZIMATICA

Equilibrio y estado estacionario

La descripcion mas sencilla de la cinética enzimatica de estado estacionario estad basada
en los trabajos de Michaelis y Menten>>. Este tratamiento asume que el sustrato forma un
complejo con la enzima en un paso reversible y que la enzima (E), el sustrato (S), y este
complejo enzima-sustrato (ES) mantienen un equilibrio. La ruptura irreversible de ES da
lugar al producto (P)

E+S¢«fws ,ES Yt 3E4P

La segunda suposicion del modelo es que la concentracion de enzima-sustrato puede ser
tratada usando la condicion de estado estacionario. Esto no se cumple inmediatamente
después de mezclar la enzima con el reactivo, cuando la concentracién de intermediario
esta acumuldndose (fase llamada de estado pre-estacionario); es cierto sélo mientras no
se agoten las reservas de sustrato durante la reaccion.

Briggs y Haldane propusieron un mecanismo mas general en el que se incluyen
explicitamente las constantes de ida y vuelta para la formacidn del complejo ES**:

E+S« %4 ,ES K 3E+P

Si es es la concentracidn total de enzima y egs es la concentracién del complejo enzima-
sustrato, entonces la concentracidon de enzima sin complejar es (€5 - egs)

Asumiendo que la concentracién de sustrato es mucho mayor que la concentracion de
enzima (generalmente es el caso) la concentracidon de sustrato sin complejar se puede
suponer igual a la concentracidn inicial de sustrato S. Entonces se puede escribir:

dess _
dt

kl(ez - eES)S_ k—leES - kcateES

32
www.brenda-enzymes.org

33 Michaelis L, Menten ML. Biochem. Z., 1913. 49: p. 333-369.
** Briggs GE, Haldane JBS. Biochem. J. 338 (1925).
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Pero, al realizar la aproximacion de estado estacionario (degs/dt=0), se tiene:

. __ kes
ES
ks+k, +K,

La velocidad de la reaccion, v, estd dada por:
V= kcat'eEs
V= KKe016:S
ks+k, +K,
Y puede ser reescrita en la forma de Michaelis Menten:

v=I5_ KBS _y o
dt K,s+s

donde

Ecua@ionl.1

= K
Kys +S

y

Kus = Ky +Kear ConstantdeMichaelisMenten

La grafica de la ecuacidn 1.1, conocida como ecuacién de Michaelis Menten se muestra
en la Figura 7:

VIIIL‘I)( 7777777777777777777777777777

1/2VI'I'I{])<

Velocidad de reaccion, v

Concentracion de Sustrato, s

Figura 7. Grafica de la Ecuacion de Michaelis-Menten.

Donde kcte5 es la maxima velocidad de la reaccidn. Por lo tanto esta es la forma que se
espera para la curva de calibracion de un biosensor enzimdtico compuesto por una
enzima que responda a un mecanismo del tipo Michaelis-Menten.

Este modelo se reduce a la forma simple de Michaelis Menten si:

12



Kys = e si K >>K,
1

A partir de la ecuacion 1.1 se puede ver que a bajas concentraciones de sustrato (s <<
Kwms) la velocidad de reaccién aumenta linealmente con la concentracion de sustrato si se
aproxima la velocidad por:
kcat%s

KMS
También se observa que cuando s = Kys la velocidad de reaccion es exactamente la mitad
de la velocidad de reaccién maxima.

V=

Se puede observar que la respuesta general predicha por la ecuacién 1.1 no es lineal con
la concentracidn de sustrato.

Para los casos donde k; >> ket, Kus puede tomarse como una medida de la fuerza de
unién entre la enzima y el sustrato. Un alto valor de Ky se corresponde con un complejo
ES débil.

El comportamiento descrito hasta aca corresponde a la cinética de enzimas de un uUnico
sustrato. En estos casos la enzima se comporta como un catalizador, es decir, permanece
en forma inalterada antes y después de la reaccién con el sustrato.

Electrodos de enzimas inmovilizadas

La cinética enzimatica en peliculas heterogéneas puede verse afectada por una serie de
factores como ser:

e transporte de masa del sustrato o el mediador tanto dentro de la pelicula como en
la solucién adyacente;

e particidn del sustrato y/o el mediador entre la pelicula y la solucién adyacente

e cambios locales de pH y fuerza idnica en el interior de la pelicula®;

e movilidad de cargas y electron-hopping (de ahora en mas “salto de electron”) en
peliculas con propiedades redox o polimeros conductores en general;

e variacion de la actividad enzimatica debido al proceso de inmovilizacidn.

Para electrodos de enzimas inmovilizadas, se cumple que las reacciones:

S+E, <« sES tat sPLE
k

§A+ Ered > éB—l_ on

B— A+ne

(donde T es un coeficiente estequeometrico y A representa la difusién del mediador redox
en su forma oxidada y B en su forma reducida) tendran lugar Unicamente en el volumen
de la pelicula, donde se encuentra inmovilizada la enzima.

En este caso las ecuacidnes diferenciales que describen al sistema son las siguientes:

3> Bourdillon C, Demaille C, Moiroux J, Savéant JM. J. Phys. Chem. B., 1999. 103(40): p. 8532-8537.
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Wop, W e

2
a_s _ D a S _ kcat[on]S
=Dgs—,
ot OX Kys +S

Mientras que, como la enzima esta inmovilizada, se reescribe:

JE,] _D, 0*[Ey) +K[E.. JA- Keail EuJS

:DA

ot ox? Kys +S
Como:
aI:on] — k[Ered][A]_ kcat[on]S

ot Kys +S

Entonces para el estado estacionario se tiene:

5 @Ak [AlE]s
Y d K[A[Ks +5)+ kS

d’s _ kk.[AlEls
Sdx  k[A[K,s+5)+k,s

cat

Monocapa de enzima y mediador soluble

Para una monocapa de enzima puede despreciarse en general el agotamiento de
concentracion de A y S dentro de la pelicula (no se desarrollan perfiles de concentracidn).
Por el contrario, es factible el desarrollo de perfiles de concentracién en la solucién
adyacente al electrodo.

Multicapas de enzima y mediador soluble

Los modelos desarrollados para multicapas pueden usarse también para el andlisis
cinético de peliculas de monocapa. Se pueden plantear dos situaciones distintas:

e Mediador oxidado en la solucidn: En este caso, el mediador difunde dentro de la
pelicula para reaccionar con la enzima que se encuentra reducida. Como ejemplo
se puede tomar la utilizacién de O2 como mediador para GOx. Bartlett y Whitaker
resolvieron esta situacion asumiendo que no se desarrollan perfiles difusidnales
para el mediador dentro de la pelicula®®.

e Mediador reducido en la solucién: En este caso, el mediador reducido debe
difundir como tal a través de la pelicula enzimatica, para generar mediador
oxidado (es decir activo) sobre la superficie del electrodo y recién después poder

% Bartlett PN, Whitaker RG. J. Electroanal. Chem. 1987. 224(1-2): p. 27-35.
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mediar la reaccidn enzimatica. Este caso es mucho mas comdn®’ que el caso del
mediador oxidado. Como ejemplo se puede mencionar la mediaciéon de GOx a
través de complejos de Osmio.

Multicapas de enzima y mediador inmovilizados

Bartlett y Pratt *® presentaron un tratamiento teérico completo del caso estacionario para
el problema acoplado de difusidn y cinética enzimdatica para electrodos donde tanto la
enzima como el mediador se encuentran inmovilizados.

Bartlett y Pratt proponen no sélo la resolucion algebraica de las ecuacidnes diferenciales
simplificadas, sino que ademds sugieren corroborar los resultados por resolucion
numérica de las ecuacidnes. Estas son validas en cualquier caso cinético limite e incluso
cerca o en las fronteras entre diferentes casos. La Figura 8 muestra esquematicamente
los procesos considerados por Bartlett y Pratt:

N
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—

N

N

NN
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é 7
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Figura 8. Esquema de un electrodo tipico de enzima y mediador inmovilizados en una pelicula como lo consideran
Bartlett y Pratt®. La difusion del mediador redox (A, en su forma oxidada, B en su forma reducida) y el sustrato, S
ocurre con coeficientes de difusion D.. (salto de electron) y Ds respectivamente. La particion del sustrato entre la
pelicula y la solucién se describe por el coeficiente de particion Ks. La cinética enzimatica ocurre homogéneamente
en todo el volumen de la pelicula, desde 0 hasta /. El mediador reducido B, es reoxidado para producir A solo en la
superficie del electrodo. E,, y E,.q son las formas oxidada y reducida de la enzima respectivamente.

%7 Bartlett PN, Bradford VQ, Whitaker RG. Talanta, 1991. 38(1): p. 57-63.
38 Bartlett PN, Pratt KFE. J. Electroanal. Chem. 1995. 397(1-2): p. 61-78
* Bartlett PN, Pratt KFE. J. Electroanal. Chem., 1995. 397(1-2): p. 53-60.
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Eox Y Ereq representan a la enzima en sus estados oxidado y reducido, respectivamente. Ay
B son las formas oxidada y reducida del mediador redox. Estas cuatro especies se
encuentran inmovilizadas en la pelicula sobre el electrodo. El modelo es genérico para
cualquier método de inmovilizacién, aunque supone que se producen concentracidnes
homogéneas en todo el volumen de la pelicula (concentracidénes totales, enzima total y
mediador en cualquiera de sus dos formas).

S y P son el sustrato y el producto de la reaccién enzimatica respectivamente, S se
encuentra disuelto en solucién y sufre un proceso de particion en la interfase pelicula-
solucién, con coeficiente de particidn Ks. El sustrato puede difundir a través de la pelicula
con coeficiente de difusidn Ds, cuyo valor no necesariamente coincide con el valor del
coeficiente de difusién en solucién. Como el mediador esta fisicamente inmovilizado, el
coeficiente de difusiéon D.. no representa la difusion fisica del mismo a través de la
pelicula, sino su interconversién entre la forma oxidada y reducida por difusién de carga,
por ejemplo a través de salto de electron.

Asumiendo cinética de tipo Michaelis-Menten, Bartlett y Pratt escriben las reacciones que
ocurren en la pelicula como:

S+E,,—«>P+E,,
A+E.
y enla superficiedel electroda
B—o>A

—* 3B+E,,

El modelo asume que no se desarrollan perfiles difusionales para la concentracién del
sustrato en la solucidon en contacto con la pelicula. Experimentalmente esto puede
lograrse utilizando conveccién forzada, por ejemplo, mediante el empleo de un electrodo
rotatorio.

Las ecuacidénes diferenciales que describen los procesos acoplados de difusidon-reaccion

en la pelicula pueden entonces escribirse como:

W_p, 2 E.JA

8_5 =D aZS _ kcat[on]S

ot o Ks+s

D

[E.] _ Kea[Eoys
“a K[E ] Al- m

Enel estadastacionan,
oE]_dA_as_

ot ot ot
A partir dela ecuacionanteriorsetiene entoncesjue

[Ered] = kcatiE] Ecuaconl.2
K[AI(K s + )+ kS

cat
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donde [E]=[E,,]+[E.,] es la concentracién total de enzima inmovilizada. Haciendo uso

de la ecuacion 1.2 y también en el estado estacionario:

A ke
© dx¥’*  k[A|K,s+5)+k,s
D dzs _ kkcatiE]

dx®  K[A|K,s +8)+ kS

cat

Condiciones de contorno y flujos

Las condiciones de contorno para el mediador en la superficie del electrodo dependen del
potencial y de la cinética de electrodo. Por lo general, si se realizan mediciones
amperométricas es practica comuin mantener el potencial de electrodo a un valor lo
suficientemente oxidante para que el mediador esté totalmente en su forma oxidada en
la superficie del electrodo. Sin embargo, se podria desear variar este potencial para
obtener también informacidon mecanistica. Si se asume una cinética reversible, se puede
aplicar la ecuacién de Nernst, considerando [A]o y [B]o las concentracidnes en la superficie
del electrodo:

E:E%Eln@
nF " [B],

MULTICAPAS ENZIMATICAS

El método de autoensamblado capa por capa

El método de autoensamblado capa por capa ha sido usado a lo largo de esta tesis para
fabricar multicapas de enzimas redox cableadas, empleando diferentes enzimas como
polianién y el polimero redox, PAH-Os, como policatién.

Este método de autoensamblado para la preparacién de peliculas delgadas se basa en la
adsorcién alternada de macromoléculas. Este concepto fue demostrado por primera vez

40,41
L

en 1991 por Decher y Hong, empleando dos polielectrolitos de carga opuesta a

Figura 9 muestra el proceso de deposicion en forma esquematica:

“* Decher G, Hong JD. Makromol.Chem. Macromol. Symp. (1991) 46, 321.
* Decher G, Hong ID. Thin Solid Films (1992) 210/211, 831-835.
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Figura 9. Esquema del autoensamblado de una pelicula sobre un sustrato. Los pasos 1y 3 representan la adsorcion
del polianidn y policatidn, respectivamente, los pasos 2 y 4 son pasos de lavado. La parte superior de la figura es una

representacion a escala molecular de los dos primeros pasos de adsorcion sobre un sustrato que posee inicialmente,
cargas fijas positivas adsorbidas. Los contraiones fueron omitidos para una mayor claridad.

el

Se comienza con un sustrato cargado (en este caso positivamente), de forma, tamafo y
material arbitrarios. Mientras ciertos sustratos presentan una carga superficial en forma
natural (por ejemplo el vidrio y los éxidos metalicos en general), otros requieren un
tratamiento quimico. Por ejemplo, pueden emplearse tioles cargados para modificar
metales nobles, silanos para ITO (6xido de Estafio e Indio, un material conductor y
transparente en el visible) y silicio y sales de diazonio para superficies de carbén vy
nanotubos de carbono. El sustrato cargado se introduce posteriormente en una solucién
de un polielectrolito de carga opuesta (polianidn) durante aproximadamente 10-15
minutos. En ese lapso de tiempo el polimero se adsorbe en la superficie, invirtiéndose la
carga electrostdtica superficial. El sustrato (que en esta instancia se encuentra cargado
negativamente) se lava y se sumerge en una solucidén de un polielectrolito de carga
opuesta al anterior (polication) observandose nuevamente la adsorcion e inversién de la
carga superficial. El proceso se repite en forma secuencial, hasta obtener una pelicula del
espesor deseado.

El método de ensamblado capa por capa se ha transformado en la actualidad en una de
las herramientas mas importante para la modificacién de superficies. El nUmero de
grupos de investigacion trabajando en el tema o empleando esta herramienta ha crecido
en forma exponencial. La lista de materiales que se pueden ensamblar ahora incluye

42,43 45,46

enzimas virus**, nanoparticulas™", macroiones inorganicos47 y practicamente

*2 Hodak J, Etchenique R, Calvo EJ, Singhal K, Bartlett PN. Langmuir (1997) 13, 2708-2716
* Lvov Y, Ariga K, Ichinose I, Kunitake T. J. Am. Chem. Soc. (1995) 117, 6117.
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cualquier macromolécula. La presencia de cargas electrostaticas en los bloques de
construccion también ha dejado de ser un requerimiento, ya que se han preparado
autoensamblados basados en la formacién de uniones hidrégeno, interacciones donor-
aceptor, uniones covalentes, quimica de coordinacion, etc*®.

Existen numerosas revisiones en la bibliografia sobre el método capa por capa. Aquellas
escritas durante los primeros afios que siguieron a la introduccion del método son de

|49,50

caracter genera . Sin embargo debido al creciente numero de publicaciones las

revisiones posteriores tienden a focalizarse en diversos aspectos particulares. Estos

articulos tratan temas diversos como: estructura interna y propiedades

°15233 ol uso como nanoreactores™, métodos de deposicién no

57,58,59

fisicoquimicas

2336 y biomedicina®, multicapas

convencionales™ ", aplicaciones en electroquimica
conteniendo nanopartl'culassl, etc.

Gran parte del éxito del método capa por capa radica en la capacidad de controlar las
propiedades de las peliculas obtenidas mediante la eleccidn de las variables de proceso. A
partir del conocimiento del efecto de estas variables sobre la organizacién molecular
mediante la caracterizacién experimental y el modelado tedrico es posible actuar sobre
los pardmetros de preparacion de la pelicula para lograr la funcionalidad deseada.
Siguiendo las tendencias actuales en ciencia de materiales, esta metodologia permite
lograr peliculas multifuncionales y/o adaptables (en la jerga del inglés: responsive). Otras
ventajas importantes sobre otras técnicas de preparacion como el revestimiento por
inmersién o por rotacidon son su bajo costo, simplicidad y el uso exclusivo de soluciones

acuosas.

Fuerza impulsora del autoensamblado

El proceso de autoensamblado capa por capa funciona debido al fendmeno de
sobrecompensacion de cargas: al adsorberse un polielectrolito no sélo se compensa la
carga de la superficie, sino que existe una sobrecompensacion (y por lo tanto la polaridad

*“Yoo PJ, Nam KT, Qi J,Lee SK, Park J, Belcher AM, Hammond PT. Nat. Mater. (2006) 5, 234.

** Kotov NA. Layer-by-Layer Assembly of Nanoparticles and Nanocolloids: Intermolecular Interactions, Structure and
Materials Perspectives. In Multilayer Thin Films. Decher G, Schlenoff BJ. Eds. Wiley-VCH: Weinheim, 2003.

4 Kotov, N. A., Layer-by-Layer Assembly of Nanoparticles and Nanocolloids: Intermolecular Interactions, Structure and
Materials Perspectives. In Multilayer Thin Films, Decher, G.; Schlenoff, B. J., Eds. Wiley-VCH: Weinheim, 2003.

7 Liu's, Kurth DG, Mdhwald H, Volkmer D. Advanced Materials (2002) 14, 225.

“8 Zhang X, Chen H, Zhang H. Chemical Communications (2007) 14, 1395-1405.

** Hammond PT. Current Opinion in Colloid & Interface Science (2000) 4, 430-442.

% Bertrand P, Jonas A, Laschewsky A, Legras R. Macromolecular Rapid Communications (2000) 21, 319-348.

*1 Schénhoff M, Ball V, Bausch AR, Dejugnat C, Delorme N, Glinel K, Klitzing R, Steitz R. Colloids and Surfaces A:
Physicochem. Eng. Aspects (2007) 303, 14-29.

>2 Schénhoff M. Current Opinion in Colloid and Interface Science (2003) 8, 86-95.

>3 Von Klitzing R. Physical Chemistry Chemical Physics (2006) 8 5012-5033.

>* Shi X, Shen M, Méhwald H. Prog. Polym. Sci. (2004) 29, 987-1019.

>> Zhang X, Chen H, Zhang H. Chemical Communications (2007) 14, 1395-1405.

% Ariga K, Hill J,Ji Q. Physical Chemistry Chemical Physics (2007) 9, 2319-2340.

>’ Lutkenhaus JL, Hammond PT. Soft Matter (2007) 3, 804-816.

*8 Hammond PT. Advanced Materials (2004) 16, 1271-1293.

>9 Crespilho FN, Zucolotto V, Oliveira ON,Nart FC. Int. J. Electrochem. Sci. (2006) 1, 194-214.

60 Tang Z, Wang Y, Podsiadlo P, Kotov NA. Advanced Materials (2006) 18, 3203-3224.

® Srivastava S, Kotov N. Acc. Chem. Res. (2008) 12, 1831-1841.
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de la carga superficial se invierte). Este fendomeno permite la adsorcion de la capa
siguiente. Si bien las evidencias experimentales sobre las que descansa este mecanismo

son contundentes (por ejemplo mediciones de potencial superficialsz’63

), no existe una
explicacion tedrica totalmente satisfactoria de su origen. El fendmeno esta relacionado
sin lugar a dudas con la multivalencia de los polielectrolitos, ya que no es posible preparar
peliculas empleando iones monovalentes.

Contrariamente a la tendencia adoptada en la bibliografia de emplear el término
“autoensamblado electrostatico”, la fuerza impulsora para el proceso de adsorcién no es

6485y teoria®®’ han demostrado que durante el proceso de

electrostatica. Experimentos
autoensamblado ocurre la liberacién de los contraiones y las moléculas de agua asociados
a los grupos cargados de los poli-iones y por lo tanto la adsorcion es impulsada por la

ganancia entrdpica resultante. Algunos estudios mediante simulacion®®®

sugieren que la
presencia de interacciones hidrofébicas es imprescindible para el proceso de
autoensamblado, aunque no hay consenso en la literatura respecto a este punto.

Recientemente han aparecido sistemas autoensamblados cuyo espesor crece

exponencialmente con el numero de capas’®’".

En estas peliculas, uno o ambos
polielectrolitos difunden libremente hacia el interior de la multicapa y por lo tanto la
masa inmovilizada en cada etapa de adsorcion crece con el espesor del recubrimiento.
Actualmente se cree que los regimenes de crecimiento exponencial y lineal corresponden
a casos extremos’?. Esto implicaria un espectro de regimenes de crecimiento donde la
difusion de los polielectrolitos al interior de la pelicula limita la masa depositada en cada
paso de adsorcién. En este contexto no es valido afirmar que la adsorcion de los
polielectrolitos ocurre hasta que se alcanza el equilibrio, porque cada uno de los pasos de

ensamblado esta limitado cinéticamente y el equilibrio nunca se logra.

Estructura interna de las multicapas

La difusion de las cadenas del polimero hacia el interior de la pelicula produce sistemas
altamente interpenetrados, donde al adsorber un polielectrolito este se interdigita con
polimeros procedentes de los pasos de adsorcidn previos. Esta imagen esta respaldada

por experimentos de reflectividad de Rayos X y de neutrones’>’*

. En estos experimentos,
se prepararon multicapas sustituyendo los polianiones normales cada cierto numero de
capas con polianiones deuterados con el fin de lograr contraste. Se observé que las capas

compuestas por el polianién deuterado sélo podian individualizarse si se las separaba con
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por lo menos tres capas del polianion sin deuterar y que por lo tanto las capas estan
interpenetradas. En el caso de los sistemas que presentan crecimiento exponencial,
estudios de fluorescencia han mostrado que los polielectrolitos pueden interdifundir
completamente hacia el interior de peliculas cuyo espesor esta en el orden de los

micrones’>’®

. A la luz de estos experimentos, el concepto de “capa” pierde parte de su
significado en cuanto a la posicion dentro de la pelicula y se refiere principalmente al
orden empleado durante el proceso de adsorcion. Los estudios de reflectividad de rayos X
y neutrones muestran un perfil aproximadamente gaussiano para la concentracién de un
polielectrolito perteneciente a una capa dada. Por otro lado, los polimeros ocupan sdélo
un ~60/ del volumen interno de las multicapas, es decir que existe un alto contenido de
agua77’78.

Decher ha propuesto un modelo cualitativo de tres zonas para describir la estructura
interna de las multicapas de poIieIectroIitos79. La primera zona (zona I) es aquella
compuesta por las capas adyacentes al sustrato y que por este motivo, sienten su
influencia de manera mas intensa. La zona |l existe entre esta regién y las ultimas capas
en contacto con la solucién (zona Ill). En esta regién intermedia las cargas de los
polianiénes y policatiénes se neutralizan en forma estequiométrica y por lo tanto la
misma se halla libre de iones mdéviles. La zona lll posee un exceso del ultimo poli-ion
adsorbido y entonces una gran parte de sus cargas electrostdticas estdan compensadas por
iones moviles. Esto hace que la zona Il sea mas permeable®’, moévil®! e hidratada®” que el

resto de la pelicula.

Compensacion de cargas

La idea de una regién donde la compensacién de carga ocurre exclusivamente entre
polielectrolitos (zona Il de Decher), ha sido desarrollada por Schlenoff, basandose en
experimentos con polimeros e iones marcados radioactivamente®. Schlenoff acufié el
término compensacion intrinseca de cargas para referirse a la situacién donde cada uno
de los grupos negativos del polianién se encuentra formando una unidn idnica con un
grupo positivo del policatidon. La situacidn opuesta es la compensacidn extrinseca de
cargas donde la carga electrostatica de algunos grupos unidos a los polimeros es
compensada por iones moviles.

En ciertas condiciones, como la inmersion de la pelicula en una solucién de alta fuerza
iénica, los pares polianién/policatidn se disocian y las cargas de los polielectrolitos pasan

7> Lavalle P, Vivet V, Jessel N, Decher G, Voegel JC, Mesini PJ, Schaaf P. Macromolecules (2004) 37, 1159-1162
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7 schénhoff M, Ball V, Bausch AR, Dejugnat C, Delorme N, Glinel K, Klitzing R, Steitz R. Colloids and Surfaces A:
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a ser compensadas extrinsecamente. Esta idea, puede expresarse en forma cuantitativa
en términos de un equilibrio quimico®:

[Pol-Pol- |+ A (g +C(s9 <> [Pol" A" ]+ [PolC7]

La ruptura de los enlaces polianidn/polication debilita la estructura interna de la pelicula,
produciendo un aumento de espesor®®>, cambios en la permeabilidad® y en las
propiedades mecénicas®’, pudiendo llegar finalmente a la disolucion de la pelicula®.

EL MEDIADOR POLIALILAMINA OSMIO (PAH-Os)

En la Figura 10 se muestra el polimero modificado con un complejo de Osmio que se usd
a lo largo de esta tesis:

Figura 10. Férmula molecular del polimero PAH-Os. El complejo es el [Os(bpy)2ClpyCOOH]"

Este polimero se sintetiza por unién del complejo [Os(bpy).ClpyCOH]* a los grupos amino
de la polialilamina (PAH) (ver detalles de la sintesis en Capitulo 2).

El complejo de Os anclado al polimero tiene la suficiente movilidad como para mediar,
por ejemplo, la oxidacion de GOx*°. Como resultado, la PAH-Os actia como un mediador
redox, pero ademas, al formar parte de una cadena polimérica, la macromolécula en
conjunto tiene la capacidad de formar estructuras por autoensamblado capa por capa.

En la Figura 11 se muestran los espectros de absorcién UV-Vis del polimero en el estado
reducido, PAH-Os(Il) y oxidado, PAH-Os(llI) :
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Figura 11. Espectros UV-Vis del polimero PAH-Os en ambos estados de oxidacion, PAH-Os(ll) (curva negra) y PAH-
Os(lll) (curva roja).

Este complejo de Os posee una ancha banda de absorbancia alrededor de 500nm debido
a la transferencia de carga del metal al ligando (MLCT), esquematizada en la Figura 12:

e
—_ _g LUMO bpy Cg
v
500
H— ‘H’ A <300nm
t?g
HOMO bpy 12

Os (2+) 2.2°-bpy Os(3+)

Figura 12. Diagrama de los orbitales moleculares simplificado para Os(2+)/Os(3+) y los ligandos Bipiridina en el
complejo [Os(bpy)ZPyCI]2+ . Las transiciones MLCT en ambos estados de Os estan representadas por flechas.

Es esta banda de absorbancia del complejo en estado 2" lo que permitié su analisis
mediante espectroscopia de Raman Resonante (ver los fundamentos de esta técnica en el
Capitulo 2). Al estar el Os ligado eléctricamente a la enzima, el monitoreo de su estado
redox mediante esta técnica hizo posible controlar la presencia del sustrato enzimatico
sin la necesidad de emplear cables.

23



OBIJETIVOS

Antecedentes

En el Laboratorio de Electroquimica Molecular se habia fabricado, caracterizado y
estudiado en detalle un biosensor amperométrico de glucosa empleando una enzima que
cataliza la oxidacion de glucosa (Glucosa Oxidasa) y un cable molecular redox (“PAH-0Os"),
el sistema “PAH-Os/GOx”. Esta linea de trabajo comenzé en el afio 1997 con un trabajo
fundacional de Hodak y col.”® y fue objeto de estudio de varias tesis en este laboratorio
(Dr. Alejandro Wolosiuk, Dra. Victoria Flexer).

Inspirados en este sistema PAH-Os/GOx, los antecedentes en Ingenieria (Bioingenieria) y
los intereses industriales y biomédicos, ademads de los cientificos, del autor de esta tesis,
surgieron al comienzo de este doctorado los siguientes objetivos e interrogantes:

Primer objetivo

El primer objetivo era extender el sistema PAH-Os/GOx al disefio de un nuevo biosensor
gue brindara posibilidades de sensado Unicas y originales y permitiera abrir el abanico de
biosensado a diferentes analitos de interés (no solo glucosa).

En particular se pensé en extender el sistema de reconocimiento molecular de glucosa
previamente mencionado, fabricado mediante la técnica del autoensamblado capa por
capa, a sistemas coloidales. En cuanto a la transduccién de la sefial se pensd en un
cambio radical: se detectarian dpticamente los estados de oxidacion del cable molecular.
El estado de oxidacion del cable molecular, al estar intimamente ligado a la presencia de
sustrato (por intermedio de la enzima), indicaria la concentracién del sustrato enzimatico.
En particular, se disefid un biosensor mediante la extension del sistema Glucosa Oxidasa y
polimero redox autoensamablado capa por capa sobre nanoparticulas de Oro. Esto
resulta interesante por la innovacién de un biosensor enzimatico con una enzima
cableada en un sistema nucleo-cascara autocontenido con las posibilidades y perspectivas
gue ofrece la nanotecnologia en el campo de la aplicacién biomédica (en este caso ofrecia
la perspectiva de sensar concentracién de glucosa intracelular o en el torrente
sanguineo).

Esta hipétesis de trabajo incluiria interrogar, ya no mediante electrones, sino mediante
fotones, la presencia de glucosa y cuantificarla usando una dipersion de nanoparticulas de
oro con propiedades plasmodnicas, para obtener un sensor dptico que emplee el sistema
de reconocimiento compuesto por glucosa oxidasa y el cable molecular dado por el
polimero redox (PAH-Os/GOx) sobre la superficie de una nanoparticula. De esta forma se
podria sensar, sin la necesidad de emplear cables, la concentracién de glucosa en una
solucién (analito). Ademas, dado que los estados de oxidacién Os(ll) y Os(lll) tienen
marcadas diferencias en sus propiedades espectroscépicas, empleando dispersion Raman
Resonante se disefié la modulacién redox de estos estados con el fin de lograr mayor
contraste o relacidn sefial ruido en el sensor.

% HodakJ, Etchenique R, Calvo EJ, Singhal K, Bartlett PN. Langmuir (1997) 13, 2708-2716
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Este sistema de biosensor basado la interrogacion dptica de un polimero redox ligado a
una enzima oxidorreductasa presentaba otro atractivo: seria un sistema versatil que se
podria adaptar para el biosensado de diferentes analitos luego de una adecuada elecciéon
de la enzima oxidorreductasa especifica para la molécula de interés. De manera que, una
vez realizada la prueba de concepto con el sistema (PAH-Os/GOx), se habria demostrado
esta posibilidad.

También, dentro de los objetivos del presente trabajo de tesis se encuentra la
caracterizacion espectroscépica, microscépica y electroquimica de cada uno de los
sistemas resultantes en las sucesivas etapas de la formacién de las nanoparticula sensoras
nucleo-cdscara, asi también como el aprendizaje y control de la técnica del
autoensamblado capa por capa sobre superficies nanométricas en soluciéon acuosa,
herramienta que resulta de enorme atractivo por su poder, control y amplia versatilidad
en cuanto a las superficies y macromoléculas que pueden ser empleadas.

Segundo objetivo

Como segundo gran objetivo surgia el de extender el sistema PAH-Os/GOx a un sistema
con una enzima redox diferente que, al igual que la Glucosa Oxidasa, tiene relevancia e
interés industrial. La enzima Lacasa (Lac) es una enzima redox con 4 atomos de cobre que
despierta gran interés gracias a sus aplicaciones industriales. Entre ellas se puede
mencionar su empleo en la destruccidn de lignina en la industria de la pulpa de papel, en
la remediacién de efluentes que contienen colorantes de la industria textil y en celdas de
biocombustible. Debido a esto, y a que se tenia conocimiento de un grupo de Micologia
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBA que se especializaba en el
estudio y cultivo de esta enzima, surgid el objetivo de extender el sistema del
autoensamblado capa por capa al sistema PAH-Os/Lac para su estudio como biocatodo
para celdas de combustible, dado que existe una nimerosa bibliografia referida a esta
ultima aplicacién.

Este segundo objetivo presenta, ademads del interés industrial, un atractivo desde un
punto de vista mds fundamental. En la literatura existian varias preguntas abiertas
respecto a esta enzima, por ejemplo, su mecanismo de reduccidon de oxigeno era centro
de discusion. Ademas los estudios de la variacién de la corriente catalitica en funcion
concentraciéon del co-sustrato oxigeno (curvas de calibracidn) eran escasos y, en los pocos
casos publicados, se habian determinado en condiciones de conveccién forzada®".
Asimismo, en los trabajos basados en biocdtodos que empleaban transferencia de carga
directa del electrodo a la enzima Lacasa no reportaban curvas de calibracién. La ausencia
de las curvas de calibracion en este tipo de trabajos era llamativa ya que constituyen un
aspecto fundamental en todo estudio de los mecanismos enzimaticos.

Finalmente, se ha insistido en trabajos previos en la bondad de la reduccién de oxigeno
catalizada por la enzima Lacasa en un mecanismo de transferencia de cuatro electrones.

o Calabrese Barton S, Kim HH, Binyamin G, Zhang Y, Heller A. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123 (24), 5802-3.
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Esto se debe a que esta reduccién ocurre practicamente en ausencia de sobrepotencial
debido al alto potencial del Cu(T;) de la enzima. Esto constituye un aspecto importante de
este segundo objetivo ya que involucra la comparaciéon de dos biocatodos (uno que
emplea Lacasa mediada y uno que se basa en el mecanismo de transferencia electrdnica
directa) con un cdtodo de Platino, que constituye el estado del arte en catodos de celdas
de combustible, para evaluar la factibilidad de los biocatodos en aplicaciones industriales.
Se buscé determinar la potencia (corriente x voltaje) que puede entregar un biocdtodo de
Lacasa en comparacion con un catodo de platino de igual area.

Tercer objetivo

Otro aspecto basico en ambos sistemas constituidos por multicapas de polielectrolitos y
enzimas autoensambladas, es comprender como influye la naturaleza de la carga en la
ultima capa de un sistema integrado enzima-polimero redox autoensamblado capa por
capa. Existian indicios y también resultados previos en el Laboratorio de Electroquimica
Molecular sobre la influencia de la carga y naturaleza de la ultima capa en el sistema PAH-
Os/GOx °%. Ademas de los resultados publicados por este® y otros grupos™ sobre los
importantes efectos de un polianién como ultima capa de multicapas no enzimaticas.

Era evidente que un estudio que complete los dos primeros objetivos implicaria estudiar
sistemdticamente y para mas de un tipo de electrodo enzimatico, el efecto de la ultima
capa en estos electrodos enzimaticos. Por lo que este constituyd el tercer objetivo de esta
tesis.

La finalidad de esta tesis fue responder todas estas preguntas, empleando una gran
cantidad de técnicas de caracterizacion posibles. Son estas caracterizaciones mediante
diferentes técnicas complementarias las que permiten reforzar las conclusiones.

Se emplearon varias técnicas de microscopia (AFM, TEM y SEM), técnicas de superficie
(XPS, Elipsometria, SECM) una variedad de técnicas espectroscépicas (MALDI, UV-Vis,
Raman), técnica electroquimicas (Impedancia Electroquimica, Voltametria Ciclica),
gravimétricas (QCM), y otras como SDS-PAGE.

En todos estos estudios (excepto obviamente en el de la transferencia electrdnica directa
-biocatodo empleando Lacasa no cableada) se hizo uso del método del autoensamblado
capa por capa. Este provee una herramienta Unica de disefio y fabricacion de
arquitecturas poliméricas. Fue el control tan fino que provee esta técnica lo que llevd en
ultima instancia a descubrimientos fundamentales en el capitulo 4A o lo que permitio el
autoensamblado de dos componentes que participan de la deteccidn de la glucosa, sobre
nanoparticulas.

2 Hodak J, Etchenique R, Calvo EJ, Singhal K, Bartlett PN. Langmuir (1997) 13, 2708-2716
9 Tagliazucchi ME, Calvo EJ. J. Electroanal. Chem. 2007, 599, 249-259.
%% Liu AH, Anzai ). Langmuir. 2003, 19, 4043—4046.
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En el capitulo 3 se ataca el primer interrogante, mediante el diseno de un sensor de
glucosa basado en nanoparticulas de Oro y se busca demostrar la prueba de concepto
descrita en el primer objetivo.

El capitulo 4 se ocupa de responder el segundo objetivo. En él se presenta la
caracterizacidn exhaustiva de la enzima Lacasa y el estudio de dos sistemas diferentes de
biocatodo para celdas de combustible que emplean esta enzima. Este capitulo estd
dividido en dos partes: la parte A describe un biocdtodo que emplea el sistema
enzimdtico mediado. En este caso la transferencia electrénica entre la enzima y el
electrodo ocurre a través de este mediador PAH-Os. La parte B, en cambio, describe un
biocatodo aprovechando el fendmeno de transferencia electrénica directa que ocurre en
esta enzima con ciertas superficies de carbono. Ademas, en este capitulo se presenta la
comparacion entre estos dos biocatodos y la de cada uno con un catodo de Platino.

El capitulo 5 abarca el tercer objetivo, desentramando el fendmeno de la ultima capa en
estos electrodos enzimaticos, estudiando mediante una bateria de diferentes técnicas
electroquimicas y de superficie, dos electrodos enzimaticos: el sistema PAH-Os/Lacasa y
el sistema PAH-Os/GOx.

Finalmente, el capitulo 6 relne las conclusiones obtenidas en base a las evidencias
experimentales y resume las respuestas a los interrogantes y objetivos planteados en esta
seccion.
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2. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se presenta una breve descripcién de los fundamentos de cada una de las
técnicas utilizadas en este trabajo de tesis. Se detallan las caracteristicas instrumentales
de los equipos empleados y se describen los experimentos llevados a cabo.

TECNICAS EMPLEADAS: FUNDAMENTOS

Técnicas electroquimicas

De todas las técnicas instrumentales usadas en la presente tesis, las técnicas
electroquimicas son seguramente las mas antiguas, conocidas, estudiadas y versatiles. En
general son de facil implementacién y el instrumental asociado a las mismas es
relativamente econdmico. Se utilizan normalmente para estudiar procesos de
oxidorreduccién en fase heterogénea, es decir, especies que reaccionan sobre la
superficie de un electrodo, tomando o liberando electrones. Una de las grandes ventajas
de las técnicas electroquimicas es su selectividad para distintas especies quimicas. La
forma general de una reaccién de electrodo es:

O+ne < R

Donde O es la especia oxidada y R es la especie reducida. Esta involucra una secuencia de
pasos que puede incluir transporte de reactivos hasta la superficie del electrodo,
adsorcién de reactivos, transferencia de electrones, remocidon del producto de la
superficie del electrodo, reacciones homogéneas acopladas en la solucién, etc. La
velocidad global del proceso estara determinada por la velocidad del paso mas lento de Ia
secuencia.

Las técnicas electroquimicas mas usadas requieren del uso de tres electrodos. El
electrodo de trabajo es aquel en el que se producen los cambios electroquimicos de
interés. La corriente circula siempre entre el electrodo de trabajo y un electrodo auxiliar o
contraelectrodo, de area mucho mayor que la del electrodo de trabajo para evitar la
polarizacién y que la reaccidn en este interfiera en la respuesta del electrodo de trabajo.
El circuito se cierra a través de la solucion de electrolito. El tercer electrodo es el
electrodo de referencia por el que no circula corriente debido a su alta impedancia y que
controla el potencial del electrodo de trabajo.

En la Figura 13 se aprecia un esquema sencillo de una celda de tres electrodos conectada
a un potenciostato.
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Figura 13. Esquema de una celda electroquimica de tres electrodos con un potenciostato.

Un potenciostato permite controlar la diferencia de potencial entre el electrodo de
trabajo respecto a un electrodo de referencia con una minima interferencia de la caida
6hmica, IR. Actualmente, los potenciostatos comerciales vienen provistos de generadores
de rampas y diversas funciones de potencial en funcion del tiempo. Ademas de controlar
el potencial, miden con precisiéon la corriente que circula entre el contraelectrodo vy el
electrodo de trabajo. Existe una amplia variedad de técnicas electroquimicas
desarrolladas para determinar parametros tanto cinéticos como termodinamicos de las
reacciones de electrodo. Dependiendo del sistema quimico y de la informacién que se
quiera obtener es la técnica o combinacidon de técnicas que se emplea. En la presente
tesis se trabajé unicamente con técnicas amperométricas, basadas en mediciones de
intensidad de corriente.

Voltametria Ciclica

En una voltametria ciclica de barrido lineal, el potencial del electrodo de trabajo aumenta
o disminuye a una velocidad de barrido constante, para luego regresar al potencial inicial
a la misma velocidad, como se muestra en el perfil de potencial de la Figura 14. Se
registra la intensidad de corriente que circula a través del electrodo de trabajo. Un grafico
de la misma en funcion del potencial (que a su vez es funcidn del tiempo), se denomina
voltagrama ciclico, voltagrama o voltamperograma. Es el espectro electroquimico de una
sustancia, muestra a qué potenciales ocurren los procesos redox, pueden detectarse
reacciones quimicas acopladas y es posible identificar fendmenos de adsorcién.
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Figura 14. Perfil de potencial en funcidn del tiempo para voltametria ciclica de barrido lineal.

Generalmente los limites de potencial entre los cuales puede trabajarse estan dados por
la ausencia de picos de éxido-reduccidn del material del electrodo en si mismo (cuando el
electrodo se utiliza como una plataforma de reaccion inerte), la descomposiciéon del
solvente, la reaccidn de especies concomitantes cuya sefial no se quiere analizar
(impurezas, muchas veces), y en el caso de peliculas adsorbidas, por los limites de
estabilidad de las mismas. Dependiendo de la forma del voltagrama, se puede determinar
si se trata de una reaccién reversible, irreversible, si se esta en presencia de una especie
adsorbida electroquimicamente activa o si existen reacciones quimicas acopladas. Para un
proceso reversible, la velocidad de transferencia de electrones a cualquier potencial es
significativamente mayor que la velocidad de transporte de masa y por lo tanto se
mantiene sobre la superficie del electrodo un equilibrio nernstiano (para todas las cuplas
redox, las concentracidnes cumplen la ecuacion de Nernst).

Generalmente, los potenciales de descomposicidon del solvente (para agua, la evolucidn
de hidrégeno y oxigeno) son los que limitan la ventana de potencial del electrodo de
trabajo. Por otra parte, las velocidades de barrido pueden variar desde unos pocos mVs™
hasta 10° -10% Vs!, permitiendo asi explorar varios 6rdenes de magnitud de velocidades
de reaccion.

Voltametria ciclica de una especie electroactiva en solucion

En la Figura 15 se muestra un voltagrama ciclico caracteristico para una cupla
electroactiva reversible presente en solucidon. Cuando el potencial del electrodo de
trabajo se acerca al potencial redox de la cupla, la corriente comienza a aumentar y luego
de pasar por un pico, cae nuevamente, no hasta cero, sino al valor limite que impone la
difusion, que limita la llegada de especie activa desde el seno de la solucidn a la superficie
del electrodo.
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Figura 15. Voltagrama ciclico para una cupla reversible presente en solucion sobre un electrodo inerte. En la figura se
seialan los potenciales de pico anddico y catddico, y la forma de determinar las corrientes de pico.

Para una cupla reversible, la corriente de pico responde a la ecuacién:
1/2

. nF ©

i :—0.44641Fﬁ(ﬁj Cy'DY"?

donde ip es la corriente de pico; n, el nimero de electrones involucrados en la reaccién
sobre el electrodo; A, el drea del electrodo; D (cm?s) el coeficiente de difusién de la
especie electroactiva; v (V s™) es la velocidad de barrido y Cg™ (mol.cm™) la concentracién
de la especie electroactiva en el seno de la solucién (en este caso, se presupone que se
trata de una especie en estado reducido que se oxida sobre el electrodo). Podemos ver
que la corriente de pico es proporcional a la concentracidn de la especie electroactivay a
la raiz cuadrada de la velocidad de barrido y del coeficiente de difusién. La variacién de la
corriente de pico en funcidn de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido se utiliza por lo
general como diagndstico de la reversibilidad de la cupla. La misma debe ser lineal y debe
pasar por el origen. Si esto es asi, a partir de la pendiente se puede averiguar el
coeficiente de difusidn.
Otros pardmetros diagnosticos de la reversibilidad de una reaccién son:
a) La diferencia entre el potencial de pico anddico y catddico debe ser de 59 mV/n;
donde n es el nimero de electrones que intercambia la cupla.
AE,=E% - E, =59mV/n
b) El médulo de la diferencia entre el potencial de pico y el potencial a media altura
de pico debe ser de 59 mV/n :
|Ep-Ep/2| = 59mV/n
c) Larelacién de las corrientes de pico debe ser 1:
[(i% /%) =1
d) Epesindependiente de v.
e) A potenciales mayores de E, se cumple que i‘es proporcional al tiempo t.
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Voltametria ciclica de una especie electroactiva adsorbida sobre el electrodo

El ejemplo mas sencillo constituye el caso donde la especie oxidada y/o la reducida se
encuentran adsorbidas e inmovilizadas sobre el electrodo. La voltametria ciclica para el
caso ideal y reversible se muestra en la Figura 16.

AEp=0mV
1
A(ads)+e- <-->B(ads)
area=Q(Coulombs.cm-2) FWHH=50mV
£ o
1k
-0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3

(E-Eo) / V

Figura 16. Voltagrama ciclica para una especie reversible adsorbida sobre el electrodo (n =1). En la figura se seiala el
ancho de pico a media altura (FWHH), la nula separacion entre picos catédico y anddico y se indica cdmo calcular la
carga a partir del area.

En el caso ideal, los picos anddico y catddico aparecen al mismo potencial, E,*=E,".

Se observa que la corriente crece al acercarse al potencial de la cupla, llega a un maximo y
luego cae hasta cero, debido al agotamiento de moléculas sobre el electrodo que pueden
oxidarse/reducirse (en este caso, no llegan mas moléculas desde el seno de la solucion).
Las areas de los picos catédico y anddico son iguales, igual que el médulo de la corriente
de pico:

(|iap|=|icp|)

El ancho a media altura del pico es igual a 90.6mV/n. La respuesta amperométrica de una
cupla reversible adsorbida sobre un electrodo esta dada por:
- nF?Ar®°

ART
Donde es la concentracion superficial de sitios redox.
El drea bajo el pico de oxidacidn corresponde a la carga asociada a la especie adsorbida
(Q), por lo que es posible obtener r’segun:
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Voltametria ciclica de una reaccidn catalitica

En una reaccidn catalitica en general, una especie Z, generalmente electroinactiva,
reacciona de la siguiente manera para regenerar el material de partida:

O+ne—> R Ecuacion2.1
R+Z—X50+Y Ecuacian 2.2

En la mayoria de los tratamientos, se asume que Z esta presente en gran exceso tal que
su concentracién esencialmente no cambia durante el experimento voltametrico y la
reaccion 2.2 puede ser tratada como una reaccién de seudo primer orden.

Los voltamogramas tipicos para este caso se muestran en la siguente figura:

10 —
0.8 —

0.6 —

i/ mA

0.4 —

0.2 —

4

- | |
0.4 0.2 0 0.2 0.4
E A

Figura 17. Voltametria ciclica correspondiente a un proceso catalitico en el cual se regenera la especie O.

Se ve de la figura que a potenciales suficientemente negativos las curvas tienden a un
valor de corriente limite, independiente del potencial llamado plateau. Esta corriente
limite surge cuando la velocidad de remocion de O por electrolisis es exactamente
compensada por la velocidad de produccidon de O por la ecuacion 2.2 de manera que
Co(x=0) adquiere un valor independente del tiempo (y del potencial). En esta region la
curva pierde su apariencia de pico y se vuelve una onda.

En los casos que serdn tratados en esta tesis, de catalisis enzimatica, las especies Z e Y
seran la enzima en su estado oxidado y reducido dependiendo de cada caso. Mientras
gue la especie electroactiva serd siempre el complejo de Osmio, es decir que O serd
siempre Os(lll) y R sera siempre Os(ll). A modo de ejemplo, a continuacién se reescriben
las ecuaciones anteriores (2.1) y (2.2) para el sistema de electroreduccion de oxigeno
catalizada por la enzima Lacasa:
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Os(ll)+e — Os(II)
Os(ll)+ Lacasg,—<— Os(lll)+ Lacasa,

Electrodo rotatorio

La utilizaciéon de un electrodo de disco rotatorio es una herramienta muy importante
cuando se desea controlar y variar el transporte de masa hacia el electrodo. El transporte
de masa se ve acelerado fruto de la aplicacién de una fuerza mecanica externa que
produce una conveccion forzada. El electrodo rotatorio es una forma sencilla de producir
conveccién forzada donde las condiciones hidrodinamicas estén bien definidas. El
electrodo rotatorio es un sistema para el cual las ecuacidnes hidrodinamicas y la
ecuacién de difusién convectiva han sido rigurosamente resueltas para el estado
estacionario.

Este electrodo es bastante simple de construir y consiste en un disco del material del
electrodo incluido en una barra de material aislante. Por ejemplo, una forma
comunmente usada consiste en un alambre de platino sellado en un tubo de vidrio
donde el extremo sellado se pule finamente y en forma perpendicular al eje de la barra.
Mas frecuentemente, el metal es embebido en teflén, resina epoxi u otro plastico.

L J%——Escobﬂla
Eje ——
o =
P ~—
d \\'\ .
Aislante ’f: »Disco
&‘\\ T _"‘\/
AV \
i _ hY
( .'...- I-H'./ II
| [ ) |
-I\. ._\___.’ J.,'I
\ Yy,

Vista superior

Figura 18. Esquema de un electrodo rotatorio

Es importante que no haya pérdidas de la solucién entre el material aislante y el
electrodo. La conexion eléctrica se realiza por medio de un contacto de cepillo, el nivel de
ruido observado en la corriente del electrodo rotatorio depende en parte de este
contacto. Generalmente se emplean para el contacto materiales de carbono-plata. Los
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electrodos rotatorios estan disponibles comercialmente. En esta tesis se ha usado un
electrodo rotatorio fabricado en el laboratorio.

La ecuacién de la corriente cuando esta es limitada por transferencia de masa, (no hay
limitacion cinética) es:

i,=062-n-F-A. D02/3 LY.,V . Co

Conocida como “Ecuacién de Levich”. Esta ecuacion predice que la ij. es proporcional a
wl/zy a Co*.

En cambio, si existe limitacion cinética, la corriente esta descripta por la ecuacidon de
Koutecky- Levich:

1 1 1 1 1

i i i iy 062:n-F-A-D 0.0 .Co

Donde:
i, =F-A-k,(E)-Co

i )" Linea de Levich (i proporcional a w'/?)

Kk m—====- S ————— = — i(independiente de ")

mlﬁ

2 . . . . s
/2 en un electrodo rotatorio (para un potencial de disco constante) para una reaccion

Figura 19. Variacion de i con w'
de electrodo con cinética lenta.

Impedancia electroquimica

En voltametria ciclica y en cronoamperometria el sistema es alejado del equilibrio
mediante barridos y saltos de potencial y, frente a dichas perturbaciones, se mide su
respuesta. Cuando se emplean técnicas basadas en el concepto de impedancia el enfoque
es distinto: se perturba el sistema con una sefial alterna de pequefia magnitud y se

observa la forma en que este sigue la perturbacién en estado estacionario®®.

% Bard AJ, Faulkner LR. Electrochemical Methods, John Wiley and Sons, New York, 2001.
% Barsoukov E, Macdonald JR. Impedance Spectroscopy Theory, Experiment, and Applications. John Wiley & Sons, Inc.,
Hoboken, 2005.
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La técnica en la que la impedancia del sistema se grafica en funcion de la frecuencia se
denomina “espectroscopia de impedancia electroquimica” (EIS, Electrochemical
Impedance Spectroscopy). En particular, se mide la impedancia de la celda en funcién de
la frecuencia f de la fuente alterna y se interpreta en términos de un circuito eléctrico
equivalente que representan el comportamiento del sistema.

Una variacion de este método es la voltametria AC en la que se barre linealmente el
potencial del electrodo de trabajo E4. y se afade una componente sinusoidal E,. de
pequefia amplitud (10-20mV) y se mide la magnitud de la componente alterna de la
corriente a la frecuencia de E,. y su desfasaje ¢ con respecto a E,.

Las dos técnicas emplean una senal de excitacion de baja amplitud y se basan en el hecho
de que a bajos sobrepotenciales, la relacién corriente-potencial es practicamente lineal.
En un sistema que se comporta linealmente, una excitaciéon de frecuencia w = 2nf genera
una corriente de la misma frecuencia w, es decir:

E = E_ sen(wt)

| =1, ser(at+ @)

donde E, e I, son las amplitudes del potencial aplicado y la corriente resultante
respectivamente y ¢ es el desfasaje entre la corriente y el potencial.

Por otro lado, un sistema que no presenta una relacion i-E lineal, presenta una respuesta
distorsionada que no es realmente sinusoidal, sino que es una superposicion de sefiales a
frecuencias w, 2w, 3w, etc.

Una celda electroquimica puede ser considerada como un circuito equivalente de
resistencias y capacitores por los que circula la misma corriente con la misma amplitud y
angulo de fase que en la celda real bajo una dada excitacién. Un circuito frecuentemente
empleado es el circuito de Randles, que se muestra en la Figura 20 A. En este circuito la
capacidad de la doble capa se representa como un capacitor puro, Cy. El proceso
faradaico es considerado como una impedancia general Zs en paralelo con la capacidad de
la doble capa. Finalmente, la resistencia de la solucién Rs se encuentra en serie con la
rama anteriormente mencionada, ya que toda la corriente circula por la misma:

Rs

_W I

%

1 i
Cs R, R+R./2 R#R. Z,

A B

Figura 20. A: Circuito equivalente de una celda de electroquimica (Circuito de Randles). B: Grafico de Nyquist para
dicho circuito.
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Cuando se tiene una celda en la que el electrodo de trabajo posee una pelicula
electroactiva adsorbida, la impedancia faradaica se puede considerar como una
resistencia y un capacitor en serie. La primera, R¢r, representa la transferencia de carga, y
el segundo, C,4, representa la pseudocapacidad de la pelicula adsorbida sobre el
electrodo de trabajo. Ambos elementos son no ideales, a diferencia de RS y Cqy, ya que
dependen de la frecuencia. El grafico de Nyquist que se obtiene con este tipo de circuito
se muestra en la siguiente Figura 20 B.

Las expresiones para Cyg4s Y Rer son:

_F2AT
ads ™ ART
2RT
Rer = F2AK

donde A es el area del electrodo, I es el cubrimiento superficial de la especie
electroactiva y ket es la constante cinética del proceso de transferencia electrénica. A
partir de estas ecuacidnes se tiene:

1

e 2R1Cogs

Por lo tanto, se pueden obtener los valores de I y ket a partir de estudios de estudios de
espectroscopia de impedancia electroquimica.

La variacién de la impedancia con la frecuencia se puede visualizar de dos formas. En un
grafico de Bode se presenta la variacién de log (|Z]) y de ¢ en funcién de log (w). Una
forma alternativa es emplear un grafico de Nyquist en el que se muestra la variaciéon de
Zim en funcidn de Zg. para diferentes valores de w. En la Figura 21 se presentan ejemplos
de cada uno de estos graficos para un circuito RC en serie y uno en paralelo.

A Grafico de Nyguist B Grafico de Nyquist

z -
5 g
- ) / ‘\
]
] Y 100 g

R= 10000

C=1pF

=

R= 10002

C= 1

Grdfien de Bode Grdfica de Bode

og 12| L g |2

1 3 5 ? 3 1 1 LR 12 AL Y 1 1 3 3 ? log f

Figura 21. Graficos de Nyquist y de Bode para un circuito RC, en serie (A) y en paralelo (B).

logf log f
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A veces resulta mas util analizar los circuitos en términos de admitancia, Y, que es la
inversa de la impedancia, 1/Z, y por ende representa un tipo de conductancia.

Microscopia electroquimica de barrido (SECM)

El SECM es una técnica de barrido de sonda electroquimica en donde la corriente medida
proviene de una reaccién electroquimica en la punta. Se usa un bipotenciostato para
controlar el potencial de la punta, la cual es movida por un controlador piezoeléctrico.

En la Figura 22 se observa un esquema de sus principales partes:

Detalle de la punta

_-vid rio.\
\]jLelectrodo‘@
punta
ref. -
. . Programa
Posicionador Bipotenciostato | ge |§oten«:ial
Piezo

Controlador
Piezo

Figura 22. Esquema de un microscopio electroquimico de barrido.

La punta y la muestra (el sustrato) son sumergidos en una solucién conteniendo
electrolito y especie electroactiva (sustancia O a concentracién C* y con coeficiente de
diffusion Do), asi también como los de referencia y el Contraelectrodo.

La punta es generalmente un pequefio disco de Pt o C sellado en vidrio y pulido para
formar un disco de ultramicroelectrodo. El vidrio rodeando el disco generalmente se corta
en angulo de manera tal que el espesor del aislante rodeando el conductor sea pequefio.
Esto facilita el movimiento de la punta de manera que pueda ser movida muy cerca al
sustrato sin que el aislante toque la superficie. Electrodos mas pequefios generalmente
tienen una geometria menos definida.

Cuando la punta esta lejos del sustrato y se aplica un potencial, la corriente de estado
estacionario es:

ir, =4nFD,C,* a

Donde a es el radio del electrodo de punta.

En el SECM es posible trabajar en dos modos, en el modo de retroalimentacién y el modo
de coleccidn.
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En el primero (modo de retroalimentacion), cuando la punta se coloca muy cerca de la
superficie del sustrato (una distancia de unos radios de la punta) la corriente es
perturbada por dos efectos: en uno, la superficie bloquea la difusién de O hacia la punta,
tendiendo a disminuir la corriente. Sin embargo, si la superficie puede regenerar la
especie O, por ejemplo porque es un electrodo que puede oxidar el producto de la punta
R de vuelta a O, el resultado es un mayor flujo de O hacia la punta, lo cual causa que la
corriente aumente. Entonces, la corriente en la punta es funcién de la distancia desde al
sustrato a la punta y de las velocidades de reacciéon que ocurren en el sustrato para
generar especies que son electroactivas en la punta. Trabajando de este modo es posible
obtener informacidén acerca de la naturaleza del sustrato. Esto se encuentra resumido en

la Figura 23 :
0 R 0 R 0 R
N 2
0 0
0 0 |
Difusion Bloqueo por Retroalimentacion
hemiesferica sustrato aislante a partir de sustrato
conductor

A B

Figura 23. Principios de SECM mostrando: A: la diffusion hemiesferica presente en las puntas de un SECM.Yen By C
se muestran las distintas situaciones en el modo de operacién de retroalimentacion. B: cuando el sustrato es aislante
y C cuando el sustrato regenera la especie R (sustrato conductor).

En el segundo caso (modo coleccidn) la punta es mantenida cerca del sustrato a un
potencial donde los productos electroactivos producidos en el sustrato son detectados en
la punta. Este ultimo es el modo que se uso en esta tesis.

Técnicas espectroscopicas

Espectroscopia de dispersion Raman

La espectroscopia Raman es una técnica espectroscépica basada en la dispersién eldstica
de luz monocromatica, en general de una fuente laser de longitud de onda en el visible o
en el infrarrojo cercano. Durante este proceso se intercambia energia entre un fotén y
una molecula que es excitada a un nivel de energia virtual producto de esta interaccion. Si
la molécula relaja al estado vibracional inicial, los fotones reemitidos poseen la misma
energia que traian originalmente; este proceso se denomina dispersiéon Rayleigh. Sin
embargo, si la relajacién es a un estado vibracional de mayor o menor energia que la del
estado de partida, entonces este proceso se conoce como dispersién Raman y resulta en

una diferencia de energia entre los fotones incidentes y los reemitidos que es igual a la
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energia necesaria para excitar a las moléculas vibracionalmente®’. Por lo tanto, este tipo
de interaccién con la luz permite observar las vibraciones moleculares.

En la Figura 24 se muestran esquematicamente las transiciones que originan la dispersién
Ramany la probabilidad que tiene cada una de ocurrir:

Estados de energia
_ virtuales
Dispersion
Rayleigh
Energia Sisparsion Dispersion Raman
FERE Raman z
de excitacion Anti-Stokes
Stokes

a4

3 Estados de
2 energia

v vibracionales
1
Absorbancia IR f
0

Figura 24. Esquema que ilustra las transiciones que originan los fenémenos de dispersion Rayleigh y dispersion
Stokes y anti-stokes. Los espesores de las flechas indican la probabilidad que tiene cada tipo de dispersion de ocurrir
y que determinara la intensidad de cada sefial en un espectro Raman.

Esta diferencia de probabilidades influye en la intensidad de cada tipo de linea en un
espectro Raman. En general, la diferencia de energia entre la luz incidente y la luz
dispersada se expresa en unidades de numero de onda AvV. Un espectro Raman
representa la intensidad de la luz reemitida en funcidon de Av . Cuando la energia final es
menor a la original, AV es positiva y las sefiales que aparecen se denominan lineas
Stokes. Cuando ocurre lo contrario (Av <0), las lineas del espectro se llaman anti-stokes
y se deben a la relajacion de las moléculas a un nivel vibracional mas bajo que el nivel
inicial.

No todas las transiciones generan una sefal en un espectro Raman. Esto se debe a las
reglas de seleccién asociadas a este fendmeno, que establecen que solo aquellas
transiciones que provocan un cambio en la polarizabilidad de la molécula serdn
observadas. Los espectros Raman brindan informacién complementaria a la obtenida por
espectroscopia infrarroja.

La espectroscopia Raman se realiza convencionalmente empleando laseres verdes, rojos
o del infrarrojo cercano.

Raman Resonante con transiciones electronicas

Si se ajusta la energia del laser incidente de manera que coincida con la de alguna
transicion electréonica de la molécula en estudio, los modos vibracionales asociados

%7 Hibben JH. Chem. Rev.1933,345
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pueden aumentar la intensidad de sus senales en un factor de 10% a 10* permitiendo
trabajar con concentracidénes de analito muy bajas (hasta 10®M). Este fenémeno se
denomina Raman resonante®.

Este aspecto de la espectroscopia Raman es muy util para analizar macromoléculas
99,100,101,102 "¢ aste caso se puede elegir la
frecuencia de excitacién de modo que coincida con la banda de absorcién de dicho

biolégicas con cromodforos en su estructura

cromdforo y, de esta manera, observar solo las vibraciones localizadas dentro del mismo.
Esta selectividad es muy importante a la hora de analizar la relacién tedrica entre las
transiciones electrdnicas y las vibraciones que se realzan por resonancia’®.

La principal desventaja de emplear esta técnica en modo resonante consiste en el riesgo
de observar fluorescencia o fotodegradacién de la muestra.

Raman exaltado por superficies

El fendmeno de dispersién Raman es altamente improbable: la probabilidad de que
ocurra un evento de este tipo es 10® veces menos probable que el fendmeno de
dispersidon elastica. Por este motivo generalmente se requiere amplificar el campo
eléctrico para aumentar la probabilidad del evento Raman ya que la intensidad de la
dispersién Raman escala con la cuarta potencia del campo eléctrico, E*. Esto se logra
colocando las moléculas a analizar sobre nanoestructuras metalicas que poseen
plasmones que se sintonizan con la longitud de onda de la excitacion. De esta manera, el
campo eléctrico, al ser excitado en resonancia con el plasmén, aumenta en las
vecindades de la nanoestructura. En este caso se habla de Raman exaltado por superficie
o SERS (de la sigla en ingles Surface Enhanced Raman Scattering), dando lugar al llamado
Raman realzado o exaltado.

El realce depende tanto de la forma del sustrato como del material. En particular en esta
tesis se trabajo con cavidades metdlicas como sustratos realzadores. Estas nanocavidades
son arreglos ordenados de cavidades metdlicas de Ag o Au de entre 500 y 700nm de
diametro obtenidas a partir de la electrodeposicién sobre un molde. Estas cavidades
poseen modos plasménicos bien definidos y realzan el campo electromagnético cerca de
la superficie; ademas son atractivas ya que son muy reproducibles en su fabricacidn.

104,105,106,107,108,109 |, fyerte realce Raman de superficie para

Bartlett y col. han mostrado
moléculas adsorbidas sobre estas superficies debido al realce Raman de los modos

plasménicos de las superficies que se acoplan con la luz de excitacion.
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Espectroscopia de electrones emitidos por Rayos X (XPS)

La Espectroscopia de Fotoelectrones Emitidos por Rayos X (XPS), también conocida con el
nombre de Espectroscopia de Electrones para Analisis Quimico (ESCA) es una técnica que
se basa en el fendmeno de fotoemisidn. Al irradiar la muestra con fotones, estos pueden
ser adsorbidos por los atomos de la muestra. Si la energia del fotén es mayor que la
energia de unidn de los electrones, estos seran expulsados. En XPS se emplean Rayos X
para irradiar la muestra, cuya energia es suficiente para emitir fotoelectrones de los
niveles mas cercanos al nucleo, esto esta esquematizado en la Figura 25:

Rayo-X, Fotoelectron eyectado,
energia hv Energia cinetica Ey;,
\ Nivel de
electron Funcion de
Hbre trabajo
Nivel de Wi
Fermi

Banda de Valencia

vy

Energia de union,

2p '
\.’.‘ E.
2s
b . 87 '
Figura 25. Esquema que ilustra el principio de la técnica XPS.

La energia cinética de los electrones fotoemitidos esli01L112,

Ekin =hv - Eb _va
donde hv es la energia del fotdén, Ein, es la energia de unidn del orbital molecular desde
donde el electron fue emitido y Ws es la funcién trabajo del espectrofotémetro. La
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109 Cole, R. M.; Baumberg, J. J.; Garcia de Abajo, F. J.; Mahajan, S.; Abdelsalam, M. E.; Bartlett, P. N. Nanoletters 2007, 7,
2094-2100.
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energia de union (E,) es caracteristica del 4tomo de origen y permite realizar un analisis
quimico superficial. La probabilidad de escape del fotoelectron decae exponencialmente
como z/L, donde z es la posicion desde donde se origina el fotoelectrén hasta la superficie
y L es el camino libre medio inelastico, que es del orden de algunos poco nm. Esta técnica
estd por lo tanto restringida a los primeros nanédmetros desde la superficie.

La energia de unién del fotoelectréon puede dar informacién sobre el estado quimico del
atomo de origen, dado que al formarse uniones quimicas se redistribuye el potencial
electrostdtico afectandose la energia de los orbitales cercanos al nucleo (generalmente
en el orden de 0-5 eV). Al incrementarse los estados de oxidacién formal para un
elemento aumenta la energia de unidén de los electrones. La técnica también permite la
cuantificacion de los elementos presentes (en general con una precision del orden del
10/ ), mediante la integracidn del area de pico para el elemento de interés. Este area
debe normalizarse por un factor de respuesta que depende del orbital y &tomo de origen
y que esta dominado por la seccién eficaz de fotoionizacién (que indica la probabilidad de
expulsar un electréon desde dicho orbital).

La técnica de XPS es una técnica de ultraalto vacio (UHV) que requiere presiones del
orden de 10® Pa'. Los equipos de XPS se componen bdsicamente por una fuente de
Rayos X (por lo general 4nodos de Mg o Al), un analizador de electrones que los separa
seglin su energia cinética y un detector que cuantifica estos electrones.

Microbalanza de cristal de cuarzo (QCM)

Las propiedades piezoeléctricas del cuarzo son la base de su empleo como sensor
gravimétrico. La aplicaciéon de una tensidn eléctrica oscilante sobre un cristal de este
material produce una deformacion periddica en su estructura cristalina. Como cualquier
otro oscilador, los cristales de cuarzo presentan una frecuencia natural de oscilacidn, es
decir una frecuencia de resonancia. Al depositar cualquier material sobre la superficie de
un cristal de cuarzo, esta frecuencia de resonancia varia, y la magnitud de esta variacion
es la sefial que se utiliza para detectar cambios de masa. La microbalanza de cristal de
cuarzo permite medir cambios de masa en el orden de los ng.cm™, esto la convierte en
una herramienta muy util para realizar estudios de cinética de adsorcion de moléculas a
nivel de monocapa o peliculas muy delgadas. La Figura 26 A muestra un esquema de un
cristal de cuarzo con electrodos conductores que permiten la aplicacién de un potencial
oscilante y de la perturbacion aplicada sobre todo el volumen del mismo.
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Figura 26. A: Esquema de un cristal de cuarzo y de la perturbacion aplicada al mismo por un potencial oscilante. B:
Representacion equivalente del circuito de Butterworth-Van Dyke.

La ecuacién de Sauerbrey'** relaciona los cambios en la frecuencia resonante Af con los
cambios de masa adsorbida, Am por unidad de area A.

Af __ 2f Am

VHoPq A

donde f, es la frecuencia resonante del cristal antes de su modificacion, pq = 2659kgm'3,
su densidad y pq = 2.957x1010 Nm?, su coeficiente elastico (0 médulo de corte). La
férmula es valida solo para Af <<fy, y para el caso de peliculas rigidas y delgadas. Se
entiende por pelicula rigida aquella que se mueve de manera sincronizada con el cristal
de cuarzo (acompafia el movimiento), dado que la onda acustica se propaga a igual
velocidad que dentro del cristal.

Las propiedades eléctricas de un cristal de cuarzo sin carga se explican claramente con la
utilizacion de un circuito equivalente, conocido como Butterworth-Van Dyke vy
representado en la Figura 26 B. Este circuito equivalente esta formado por dos ramas, una
variable, RLC en paralelo con una capacidad estatica Cy. Se puede trazar una equivalencia
entre este modelo eléctrico y el mecanico: L, la inductancia, se relaciona con la masa
inercial; C, la capacidad, con la respuesta elastica (energia que guarda el cristal durante la
oscilacion), y R, la resistencia, con las pérdidas por friccion del cristal de cuarzo. Co, posee
tres contribuciones, la capacidad eléctrica del capacitor de placas paralelas (que forman
los dos electrodos a ambos lados del cristal); la capacitancia parasita de pérdida debido a
los conectores; y la capacidad de la doble capa eléctrica cuando el metal de uno de los
electrodos estd en contacto con una solucidn electrolitica.

El analisis de impedancia electroacustico permite descomponer la variacién de Ia
frecuencia de resonancia del cristal de cuarzo en dos componentes: AX, y AR. Cuando la

1 Sauerbrey GZ. Z. Phys. 1959. 155(2): p. 206-222.
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pelicula adsorbida se comporta de manera rigida, se observa que AX, >> AR y su masa
puede ser obtenida a partir de la ecuacion de Sauerbrey. De no cumplirse esta condicion,
se pueden calcular propiedades viscoelasticas de las peliculas, pero no la masa adsorbida.

Elipsometria

La elipsometria es una técnica éptica que permite determinar el espesor y los coeficientes
Opticos (indice de refraccién n,, (parte real) y coeficiente de extincién k, (parte
imaginaria) de una pelicula delgada sobre un sustrato a partir de los cambios en el estado
de polarizacién de la luz que se refleja en la interfase. Para entender este fendmeno, se
considera un haz de luz monocromatica polarizado que incide sobre una muestra tal
como muestra la Figura 27:

Medio (n,,, k,,)

Plano de
Incidencia

Figura 27. Esquema de un haz de luz polarizado de longitud de onda A que incide con un angulo 6 sobre un sustrato
recubierto con una pelicula de espesor d. Se muestran las orientaciones de los componentes del vector de campo
eléctrico perpendiculares y paralelos al plano de incidencia.

Se puede describir este haz de luz en funcién del vector de campo eléctrico E, el que
presenta un comportamiento oscilante. Es posible descomponer este vector en dos
componentes perpendiculares a la direccion de propagacién, por ejemplo los
componentes perpendicular y paralelo al plano de incidencia, llamados componente E, y

Es respectivamente. Para el haz incidente se puede escribir'®®:

E, = E!I),peXp( iap)

E! = B .exp(icr)

y para el haz reflejado:
EE - EOF?p exp( i'Bp)
ES = E.exp(if,)

5 Collett E. Polarized Light: Fundamentals and Applications (Marcel Dekker Inc, New York, 1993).
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donde a; y Bi (i = p, s) son los fases de cada componente para el haz incidente y el
reflejado y se ha omitido el factor de propagacion (ot-kz). En el caso particular en que a,
= o, la luz incidente se denomina linealmente polarizada y la oscilacion del campo
eléctrico ocurre en un plano. Cuando o, # os el vector de campo eléctrico rota al oscilar
describiendo un circulo (luz circularmente polarizada, o,- 0 =7/2) 0 en el caso mas
general un elipse (luz elipticamente polarizada).

El cociente entre el campo eléctrico incidente y reflejado para cada componente da
origen a los coeficientes de reflexion complejos p; (i = p, s), cuyo cociente es un
coeficiente de reflexion normalizado:

R |
Py | Eop Eos :
p:;S = E.Tp R,S exp(l [ﬂp - f —ap—as])
Para simplificar esta ecuacién se define:
R |
tany =| o2
Eop Bos

A:ﬂp_ﬂs_ap_as

y entonces
p =tany exqg i)

Los angulos y y A se conocen como angulos elipsométricos porque permiten describir el
cambio en la luz elipticamente polarizada al reflejarse en la superficie.

El equipo que se emplea para determinar los angulos elipsométricos se denomina
elipsometro y se han desarrollado distintas configuraciones. El equipo empleado en esta
tesis es un elipsometro de balance nulo y su funcionamiento se describe en la Figura 28:

Analizador * W

Compensador * A

Muestra

Figura 28. Disposicidon esquematica de los componentes de un elipsémetro de balance nulo. Se muestran los estados
de polarizacion de la luz (NP: no polarizada, P: linealmente polarizada a 45°, E: elipticamente polarizada, P’
linealmente polarizada).
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Un haz de luz no polarizada atraviesa un polarizador de manera tal que se obtiene luz
linealmente polarizada a 45° respecto al plano de incidencia (P, o, = 05 ¥ E'olp = E'o,s). Este
haz se refleja en la muestra y cambia su estado de polarizacién: luz elipticamente
polarizada (E). Esta luz pasa a través de un compensador que vuelve a convertirla en luz
linealmente polarizada (P’), retrasando una componente respecto de la otra. A partir del
retraso necesario se puede determinar A = 3, - 5. Finalmente la luz pasa por un segundo
polarizador Ilamado analizador, que rota hasta lograr intensidad nula y permite
determinar y.

Para relacionar los dngulos elipsométricos con las constantes dpticas de la pelicula es
necesario emplear un modelo basado en las ecuaciones de reflexidon de Fresnel. En la
Figura 28 se observa que para el modelo mds simple de tres fases (que supone
propiedades dpticas isotrdpicas) el coeficiente de reflexion depende de 9 parametros: el
ny k del medio, pelicula y sustrato, el espesor de la pelicula, d, el angulo de incidencia 6 y
la longitud de onda del laser, A:

p=tany ex(ia)=f (n, k,n, k,n k. d@2)

donde los subindices m, p y s se refieren al medio, la pelicula y el sustrato,
116,117 por lo
qgue la determinacion de los pardmetros oOpticos de la pelicula requiere del uso de

respectivamente. La forma explicita de la ecuacién anterior es complicada

métodos de ajuste no lineal. Los parametros épticos del medio (aire o solucién acuosa)
son en general conocidos y los del sustrato pueden determinarse en ausencia de la
pelicula. La determinacion de ny, k, y d a partir de Ay y presenta el problema de contar
con dos mediciones para determinan tres parametros y por lo tanto existen varias
soluciones al ajuste. Las estrategias para solucionar este problema involucran mediciones
a distintos 0 (elipsometria multiangulo) o distintos A (elipsometria espectroscépica),
mediciones en regiones del espectro donde k, = 0 (pelicula transparente) o la medicion de
varias peliculas con distinto espesor manteniendo n, y k, constantes (por ej. distintas
etapas del autoensamblado capa por capa).

Técnicas de Microscopia

Microscopia de barrido de electrones (SEM) y de transmisidn de electrones (TEM)

La utilidad de la microscopia éptica en nanotecnologia esta severamente limitada por su

18) dada por el limite de difracciéon de la luz. La

resolucion (del orden de 150nm

microscopia electrénica no tiene este problema porque la longitud de onda de los e (del
2 - . . . . .

orden de 102 a 10°nm) es mucho menor que la luz visible o ultravioleta. Los microscopios

electrénicos pueden resolver detalles del orden de nandmetros o incluso Angstroms.

18 collett E. Polarized Light: Fundamentals and Applications (Marcel Dekker Inc, New York, 1993).

Azzam RMA, Bashara NM. Ellipsometry and Polarized Light. (North Holland Publishing Company, Amsterdam, 1977).
Goodhew PJ, Humphreys J, Beanland, R. Microscopy with light and electrons in Electron Microscopy and Analysis
(Taylor & Francis, London, 2001)
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118
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Existen dos tipos de microscopios electrénicos: el Microscopio Electréonico de Transmision
(TEM) y el Microscopio Electronico de Barrido (SEM). Mientras que el TEM emplea los
electrones que atraviesan la muestra, el SEM usa los electrones reflejados, que se
clasifican en electrones retrodispersados elasticamente y electrones secundarios. Estos
ultimos se forman por la interaccion del haz primario con la muestra y poseen energias
mucho menores que dicho haz (< 50 eV)'*’.

A diferencia del TEM, donde todos los electrones atraviesan la muestra en paralelo, en el
SEM se barre la muestra con un haz de electrones y se detectan los electrones reflejados
en cada punto. La intensidad medida en los mismos se emplea para reconstruir una
imagen de la muestra. Los microscopios SEM cuentan con una fuente o caifién que emite
los electrones, un catodo que los acelera, un sistema de lentes electromagnéticas que
enfocan el haz de electrones sobre la muestra y uno o mds detectores que recogen los
electrones reflejados por la misma. Todos estos componentes y la muestra deben
ubicarse en alto vacio (10> a 107 Pa). Existen dos tipos de cafiones de electrones, los
termoidnicos y los de emisidén de campo, que emplean respectivamente un filamento de
Tungsteno calentado a 2700 K o campos eléctricos muy elevados (> 10° V/m) para
producir los electrones que formaran el haz. Los caiflones de emisidn de campo producen
corrientes mayores, mds estables y haces mas monocromaticos que los termoidnicos y
por lo tanto presentan mejor resolucion, llegando en la actualidad a 0.5nm.

Para evitar que la muestra se cargue electrostaticamente al irradiarla con el haz de
electrones, esta debe ser conductora o debe recubrirse mediante una fina capa metadlica
(metalizacion).

Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

La microscopia de fuerza atdmica (también conocida por la sigla de su nombre en inglés,
Atomic Force Microscopy, AFM) es una de las varias técnicas conocidas como
microscopias de barrido por sonda (SPM). Estas se desarrollaron desde principios de los
afos "80, revolucionando la fisica y la quimica de superficies permitiendo tomar imagenes
y medir propiedades de superficies en escalas muy por debajo de lo que permite
cualquier microscopia dptica. La microscopia de fuerza atdmica en particular, admite el
estudio de muestras de casi cualquier naturaleza, no limitdndose, como la microscopia de
efecto tunel, a muestras conductoras de la corriente eléctrica.

La técnica de AFM mide la fuerza de interaccidn entre la muestra y una pequefia punta de
prueba. La punta es aguda, unos pocos micrones de largo, y sus dimensiones alcanzan
generalmente una decena de nandémetros de espesor. La punta se encuentra adosada a
un fleje (mas conocido en la jerga como cantilever, por su nombre en inglés), de
aproximadamente 100-200um de largo. Este cantilever se dobla o deflecta debido a la
fuerza de interaccion punta-muestra.

La Figura 29 muestra una micrografia SEM de un cantilever con la punta adosada:

9 Goodhew PJ. Humphreys, J. & Beanland, R., The scanning electron microscope in Electron Microscopy and Analysis

(Taylor & Francis, London, 2001)
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Figura 29. Micrografia SEM de un cantiléver mostrando la punta.

Un sensor mide estas deflexiones mientras el cantilever se mueve sobre la muestra. Con
software adecuado pueden traducirse las deflexiones del cantilever en un mapa
topografico de la muestra. La medicidon en AFM corresponde a la fuerza de interaccion
entre los 4tomos de la superficie de la muestra y los de la punta de prueba. Cuando la
punta se acerca a la muestra, comienza por experimentar una fuerza atractiva
(genéricamente, fuerza de van der Waals). Conforme los dtomos se acercan, sus nubes
electrdnicas se solapan, y comienzan a experimentar fuerzas repulsivas.

Existen distintos modos de operaciéon en AFM, segun la distancia de la muestra a la que se
trabaje. En el modo contacto, la punta se acerca a la muestra a una distancia por debajo
del Angstrom y las fuerzas que se miden son fuerzas repulsivas. En el modo no-contacto la
punta se mantiene a decenas o cientos de Angstroms de la superficie, el cantilever se
hace vibrar y se detectan cambios en la frecuencia resonante de vibracién debido a
fuerzas atractivas, segun se barre la muestra.

Las fuerzas repulsivas son algunos érdenes de magnitud mayores que las atractivas. Por lo
cual, la operacién en modo contacto requiere instrumental mds sencillo y menos sensible.
La desventaja de este modo de operacion es que si la muestra no es lo suficientemente
dura, podria dafiarse por el contacto y la fuerza ejercida por la punta durante el arrastre
sobre la superficie.

El modo no-contacto no dafia la muestra, pero requiere instrumentacién mucho mas
sensible, mas costosa, y por lo general, condiciones mas extremas, como trabajar en ultra
alto vacio. Sin embargo, esta es la técnica elegida para los barridos en las escalas mas
pequefias, por debajo del nanémetro.

El modo de contacto intermitente (mds conocido por su nombre en inglés, tapping mode)
se ha vuelto una técnica muy importante para el analisis de muestras blandas o muestras
bioldgicas en general. Se sobrepone a varias de las limitaciones de los otros dos modos. El
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cantilever se hace vibrar sobre la muestra, pero en este caso mas cerca de la superficie,
de manera tal de ligeramente tocar la superficie al acercarse a la misma.

La amplitud de la oscilacién del cantilever se modifica de acuerdo a la distancia punta-
muestra o a la fuerza medida. Como la punta solo entra en contacto intermitentemente
con la muestra, es menos probable que esta se dafie por la interaccién, dado que no hay
arrastre ni friccién por parte de la punta, como ocurria en el modo contacto. La resolucién
lograda por este modo es menor a la del modo no-contacto. Sin embargo, se vuelve viable
una vez mas trabajar con instrumental mas sencillo y no necesariamente hay que hacerlo
en condiciones extremas. Esta técnica resulta la mds adecuada para el andlisis de
superficies amplias, con mayores cambios topograficos, como podrian ser las muestras
bioldgicas, o poliméricas.

Otra fuerza que también actua y afecta los resultados en la microscopia de fuerza atémica
es la conocida como fuerza capilar. En condiciones ambiente normales, la mayoria de las
superficies se recubren por una delgada pelicula de unas pocas moléculas de agua. El
agua rodea a la punta y ejerce una fuerza atractiva muy fuerte. Por esta razdn las
aplicaciones mas sensibles requieren trabajar en vacio, o incluso en ultra alto vacio.

Las mediciones realizadas en esta tesis fueron realizadas bajo agua, de manera tal de
asegurar que las fuerzas capilares sean siempre iguales y afecten todo el barrido y todas
las imagenes por igual. Otra ventaja de sumergir las muestras en ambiente liquido, es que
de esta forma la medicion se acerca mas a las condiciones de operacion del biosensor.

Los microscopios de barrido por sonda suelen tener disefios muy similares. El barrido de
la sonda sobre la muestra en la escala del micrén o inferiores es posible gracias a
escaneres piezoeléctricos. Estos materiales tienen la particularidad de sufrir
deformaciones ante la aplicacién de un voltaje. Mediante un cuidadoso calibrado y
control por software, pueden utilizarse para barrer el drea de estudio deseada. Se trabaja
también en presencia de un lazo de retroalimentacidn, que permite ajustar la distancia de
la sonda respecto de la muestra de acuerdo a la sefial que se esta midiendo en ese mismo
instante.

La gran mayoria de los equipos de AFM detectan la posicién del cantilever con técnicas
Opticas. En los dispositivos mas comunes, un haz de laser incide sobre la parte superior
del cantilever, y el haz reflejado es recibido en un fotodetector sensible a la posicidn.
Cuando el cantilever se deflecta, cambia la posicién del haz de laser reflejado en el
fotosensor. Estos sistemas pueden detectar cambios por debajo del Angstrom en la
posicidn vertical.

Espectrometria de desorcidn/ionizacion por laser asistida por una matriz (MALDI)

La espectrometria de desorcidn/ionizacion por laser asistida por una matriz es un método
de ionizacion que permite obtener informacién sobre la masa molecular exacta de
biopolimeros polares en un intervalo de masas moleculares de algunos miles a varios
cientos de miles de Daltons.
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En la técnica se mezcla una solucion acuosa/alcohdlica de la muestra con un gran exceso
de una sustancia matriz que absorbe la radiacién. La solucidn resultante se evapora en la
superficie de una sonda metalica que se utiliza para la introduccién de la muestra. La
mezcla sélida se expone a la accién de un haz de laser pulsante, provocdndose la
sublimacidn del analito a iones que son introducidos en un espectrémetro de tiempo de
vuelo (Time of flight, TOF) para el analisis de masas. Basicamente, en el analizador de
tiempo de vuelo, los iones generados por laser son acelerados en un tubo analizador libre
de campo mediante un campo eléctrico pulsante de 10°a 10 V. En la Figura 30 se puede
apreciar un esquema de dicho espectrémetro de masas:
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Figura 30. Esquema de un espectrometro de masas de tiempo de vuelo.

La separacion de los iones en funcidn de la masa se produce durante su recorrido hasta el
detector, situado al final del tubo. Dado que todos los iones de la misma carga que entran
en el tubo tienen la misma energia cinética (depende del potencial aplicado entre las
rendijas de aceleracidn), sus velocidades en él variaran inversamente a sus masas de
acuerdo a la siguiente ecuacién:

EC= zeV=% mv

y por lo tanto las particulas mas ligeras llegaran antes al detector que las pesadas. Los
tiempos de vuelo caracteristicos estdan entre 1 y 30us. El intervalo de tiempo entre los
pulsos del laser es tal que el espectro completo puede registrarse durante el intervalo
gue hay entre los pulsos.

Una molécula naturalmente posee energia rotacional, vibracional y electrdnica, y energia
cinética de movimiento si se trata de un liquido o un gas. Bajo muchas circunstancias
cotidianas, si la molécula o grupo de moléculas aumentan su energia interna durante un
periodo “relativamente” largo de tiempo, las moléculas vuelven a su estado de equilibrio
por disipacion del exceso de energia al medio circundante sin causar cambios en su
estructura molecular. Superada un cierta cantidad de energia en un periodo de tiempo
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muy corto, la energia no puede ser disipada lo suficientemente rapido vy
consecuentemente la sustancia se funde y vaporiza por conversion de la energia interna
vibracional y rotacional en traslacional; simultdneamente, la excitacién electrénica puede
ser lo suficientemente grande para expulsar electrones de la molécula para dar iones. De
esta forma, la imposicion de una elevada energia en un sistema molecular durante un
periodo de tiempo corto puede causar su vaporizacidn, posible destruccién y, lo mas
importante para espectrometria de masas, su ionizacion.

A modo de ejemplo, la Figura 31 muestra un espectro de MALDI para albumina de suero
bovino (BSA), que constituye un patron estandar usado para la calibracién del equipo. Se
observa una masa molecular de aproximadamente 66000 Daltons. El espectro se
caracteriza por la ausencia de fragmentaciones del ién analito. Se observa asimismo que
aparecen iones de carga multiple:

3000 -
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2500 4
66431
2000 4
(7]
8 45004
[
g 2
(M + 2H)*
1000 -
O 33216
500 -
O-_I_l_I_l_I_l_I_l_I_l_I_l_I_l_l
20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000
Masa/Z

Figura 31. Espectro MALDI con una matriz de acido sinapinico irradiada a 337nm.

En espectrometria MALDI es la fuente ldser la que proporciona a la muestra una gran
densidad de energia en un pequefio espacio. La sustancia matriz, que posee una banda de
absorcidén que coincide con la energia de radiacién del laser, rapidamente aumenta su
energia y transfiere parte de esa energia al analito causando su desorcion e ionizacién.

Cromatografia liquida rapida para proteinas (FPLC)

La cromatografia liquida rapida para proteinas es una forma de cromatografia liquida,
similar a la cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Esta es usada para
purificar proteinas y otros polimeros contenidos en mezclas complejas.

La fase estacionaria es tipicamente una resina compuesta de particulas de agarosa
entrecruzadas con diferentes ligandos superficiales dependiendo de lo que se desee
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purificar. Los solventes circulan a través de conductos, tipicamente PEEK u otro plastico
inerte, a partir de un reservorio externo.

Las columnas usadas en un FPLC permiten separar macromoléculas basadas en su
distribucién de carga (intercambio idnico), hidrofobicidad (fase reversa) o bio-
reconocimiento (cromatografia de afinidad). El las columnas de FPLC solo puede ser
usado hasta un mdaximo de presion de 3-4 Mpa (435-580 psi), valores inferiores a los
maximos de presidn usados en HPLC. Las columnas empleadas en esta tesis se
encuentran descriptas en la seccién Obtencion, Purificacion y Caracterizacion de Lacasas
de este Capitulo.

EQUIPOS UTILIZADOS

Potenciostato

Para las mediciones se utilizd6 el equipo comercial AUTOLAB PGSTAT 30
potentiostat/galvanostat, capaz de trabajar también como bipotenciostato. Para los
experimentos con electrodo rotatorio se utilizdé un controlador de velocidad de
fabricacidn artesanal en el laboratorio y un motor Micro Switch DC Control, FREEPORT.
Las medidas de impedancia electroquimica fueron realizadas en colaboracién con el Dr.
Mario Tagliazucchi del Laboratorio de Electroquimica Molecular, FCEyN-UBA, y se
realizaron empleando un mddulo analizador de respuesta de frecuencias (FRA 2)
aplicando senales de excitacidén en el intervalo de frecuencias 1-106 Hz y de una amplitud
de 10mV. En este caso se empled el programa FRA para controlar el potenciostato.

Electrodos de trabajo

Para los experimentos con electrodos estaticos (no rotatorios) se trabajé con electrodos
preparados por evaporacién de Oro sobre obleas de Si provistas por Motorolae. Las
obleas son tratadas en un equipo de limpieza Soxhlet durante tres dias con acetona para
eliminar la contaminacién organica; luego son sumergidas en HF 10/ para quitar todo
resto de SiO,; y finalmente introducidas en una vaporadora BOC Edwards Auto 306
donde se depositan en forma sucesiva Ti (15nm), Pd (20nm) y Au (200nm). El espesor de
metal es controlado por una microbalanza de cristal de cuarzo acoplada a la evaporadora.
Estos electrodos son para uso Unico, descartandose luego de cada experimento.

El hecho de que estos electrodos puedan montarse en la celda previa modificacidn,
permite realizar los procesos de autoensamblado Unicamente sobre la pequefa area que
serd estudiada.

Por otro lado, el electrodo rotatorio consistiéo en un pequeno cilindro de Au encapsulado
en Kel-F con las conexiones eléctricas adecuadas. Se utilizo el area geométrica.
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Finalmente, se realizaron medidas con electrodos de carbono espectroscopico en forma
de barras de la marca “National Carbon” de EE.UU. Estas barras estan compuestas por
carbono grafitico de alta pureza.

Contraelectrodo y Electrodo de referencia

El contraelectrodo utilizado en todos los casos consistid en una malla de Pt, unida a un
alambre del mismo material como conexidn eléctrica. Como electrodo de referencia se
utilizé un electrodo de Ag/AgCl. Este se prepard con un alambre de Ag, recubierto con
AgCl, inmerso en una solucion 3M de KCI, con un pequefio cristal de AgCl en su interior
dentro de un tubo delgado de vidrio separado de la solucién de la celda por un ceramico
poroso. Todos los potenciales utilizados en esta tesis estan referidos a este electrodo.

Espectrometro de Dispersion Raman

Estos experimentos fueron realizados en colaboracion con el Dr. Nicolas Tognalli
(Laboratorio del Dr. Alejandro Fainstein, Instituto Balseiro, San Carlos de Bariloche). Se
utilizdé un espectrometro triple Jobin-Yvon T64000 operando en modo sustractivo y
equipado con un dispositivo de cargas interconectadas (charge-coupled device, CCD)
enfriado con N, liquido. La excitacion se realizé con energias entre 1.916 eV (647nm) y
2.707 eV (458nm) de las 11 lineas de un laser Ar-Kr.

Las mediciones Raman resonante de las particulas nucleo-cascara se realizaron con
excitacion a 514nm usando un ldser Ar-Kr, con 10mW de potencia enfocados en una
region circular de 100um de didmetro.

Espectrometro de Fotoemision de Rayos X (XPS)

Las mediciones de XPS fueron realizadas en colaboracion con el Dr. Federico Williams en
el Instituto de Quimica Fisica de los Materiales, Medio Ambiente y Energia de FCEyN-UBA.
Se empled un sistema de ultra alto vacio para analisis de superficies equipado con XPS,
espectroscopia fotoelectrénica ultravioleta (UPS) y espectroscopia de dispersién idnica
(I1SS) (SPECS, Alemania) operando a una presion de = 3 x 10° mbar. Los espectros fueron
obtenidos con un analizador de energia hemiesférico de 150 mm (PHOIBOS-150, SPECS)
gue permite la deteccion simultanea de los fotoelectrones en 9 canales y por ende,
menores tiempos de adquisicion de datos (0.5seg por dato) con una relacién senal-ruido
satisfactoria. A su vez, se utilizé una fuente de rayos X de dnodo mixto de Al/Mg (XR-50,
SPECS) de una intensidad estandar. En particular, se empled la linea Ka del Mg (energia
de excitaciéon 1253.6 eV, 250 W). Las relaciones entre elementos fueron calculadas
normalizando las dareas de pico con las secciones eficaces de fotoionizacion
correspondientes®°.

120 5eofield JH. J. Electron. Spectrosc. 8, 129-137 (1976).
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Microbalanza de cristal de cuarzo (QCM)

Se trabajé con una microbalanza construida en el Laboratorio de Electroquimica
Molecular. La frecuencia de resonancia del cristal de cuarzo fue medida con un
frecuencimetro Hewlett Packard 5334B, conectado a una PC Intel 386 a través de una
placa IEEE con una resolucién de 0.1Hz y estabilidad superior a 1Hz min. La adquisicién y
analisis de datos se realizé mediante software escrito en Quick Basic 4.5. Las mediciones
de impedancia del cristal de cuarzo fueron reducidas al circuito equivalente de
Butterworth-Van Dyke descripto anteriormente utilizdndose una regresion no lineal para
determinar los parametros equivalentes.

Se utilizaron cristales de cuarzo comerciales (ICM, Oklahoma City, OK) de corte AT, con los
siguientes metales depositados: Pd, 100nm, Ti, 200nm, Au 1um. El didmetro del cuarzo
fue 14mm, y el diametro del centro de Au fue 5mm (area activa 0.196cm?), con un factor
de rugosidad de 1.2 medido por AFM. Los cristales de cuarzo tienen electrodos de Oro
depositados en ambas caras, dado que es a través de estos electrodos que se aplica la
perturbacion eléctrica. Para las mediciones de procesos de adsorcion, uno solo de estos
electrodos se utiliza para el analisis, quedando el segundo en contacto con el aire, al otro
lado de la celda. Se utilizaron celdas de Teflén® y de acrilico de fabricacién artesanal.

Elipsémetro

Las mediciones elipsométricas se realizaron en colaboracidn con el Dr. Mario Tagliazucchi
(Laboratorio de Electroquimica Molecular, FCEyN-UBA), con un equipo SENTECH SE 400
de Sentech Instruments GmBH provisto de un laser de He-Ne de 632.8 nm. El angulo de
incidencia es variable y en esta tesis se empleo 6 = 70° para todas las mediciones. Las
medidas se realizaron sobre los sustratos de Oro evaporado empleados para voltametria
ciclica y preparados y limpiados como se indicd anteriormente. Estas medidas se
realizaron ex-situ (en aire) y el ajuste de los datos experimentales se realizé con el
software provisto por el fabricante del equipo y/o con una hoja de calculo de MS Excel.

Microscopio electrénico de barrido (SEM) y Microscopio electrénico de
transmision (TEM)

Las imagenes SEM de esta tesis fueron adquiridas con un microscopio Zeiss DSM 982
GEMINI (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) perteneciente al Centro de Microscopias
Avanzadas (CMA) de la FCEN-UBA. Este microscopio emplea un cafién de emisién de
campo (FEG) y un detector de electrones secundarios (SE). Las muestras no se
metalizaron ya que siempre se trabajo con muestras conductoras.

Para las imagenes TEM se empleé un microscopio de transmisién Phillips CM200
equipado con una lente objetivo ultrafina. El voltaje de aceleracién usado fue de 200keV.
Para las observaciones con TEM de las nanoparticulas nulcleo-cdscara, estas fueron
depositadas sobre films de soporte comerciales de carbdn ultra finos los cuales a su vez
son depositados sobre grillas de cobre. El espesor de la pelicula de carbén es de
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aproximadamente 4nm. Estas imagenes fueron tomadas por el Dr. Horacio Troiani del
CAB-CNEA.

Microscopio de fuerza atémica (AFM)

Todas las mediciones de AFM se realizaron en el Centro de Microscopias Avanzadas
(CMA) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA. Las mediciones se realizaron
en un microscopio AFM con el sistema de control multimodo NanoScope llla SPM (Digital
Instrument -Veeco). El mismo permite el uso de varias técnicas de microscopia de fuerza
atémica (AFM): modo contacto, contacto intermitente (tapping mode), fase, volumen de
fuerza, y las variantes derivadas de la combinacidn de contacto intermitente y la
electronica extendida. El scanner piezoeléctrico J utilizado tiene un intervalo lateral de
150um. Los cantilevers fueron de SisN; con una constante elastica de 0.32N/m (Nano
Devices, Veeco Metrology, Santa Barbara, California). Se adquirieron simultdneamente
imagenes de topografia y deflexion o amplitud segin el modo de operacion usado. Las
imagenes adquiridas fueron procesadas con el software del equipo NANOSCOPE.

Espectrometria de desorcidn/ionizacion por laser asistida por una matriz (MALDI)

Los espectros de masa MALDI se adquirieron con un espectrémetro de masa Omniflex
Broker Daltonics, operado en modo lineal a un voltaje de aceleracién de 19keV. Se usé
acido a-ciano-4-hidroxicinnamico como matriz.

Microscopio electroquimico de barrido (SECM)

El microscopio electroquimico de barrido usado es de fabricaciéon casera. La celda
electroquimica con la muestra es presionada contra un orificio del fondo; fijada con un
O-ring de nitrilo y montada sobre una base de tres ejes moviles. El sistema fue guiado por
motores paso a paso, controlados por computadora con una resolucién nominal de
0.6um por medio paso en cada direccién (OWIS GmbH, Germany). El potencial de la
punta se controld mediante un bipotenciostado (EI-400 FCV, Cypress Systems, USA). Se
montd una camara CCD sobre la celda para ayudar con el correcto posicionamiento de la
punta sobre el drea de la muestra en estudio. Se usé un software hecho a medida en
Visual Basic para el control del SECM, el posicionamiento de la muestra, la adquisicion de
datos y display.

Las puntas fueron aisladas dentro de tubos de cuarzo. Los ultramicroelectrodos de Platino
con forma de disco ( 5 a 10um en diametro) se fabricaron estirando cables de
Platino(Goodfellow, UK) de 25um de didmetro dentro de capilares de cuarzo(Q100-30-
15, Sutter Instrument Co., USA) con un estirador de capilares (pipette puller) laser (P-
2000, Sutter Instrument Co., USA).
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PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Limpieza de electrodos

Los electrodos de Au se enjuagaron previo a su uso en isopropanol y posteriormente se
trataron con solucioén de Piranha (H,0,/H,S04 3:1) recién preparada durante 1 minuto. Se
comprobd la limpieza de los electrodos por voltametria ciclica a 0.1Vs ' entre 0y 1.6 V en
H,SO4 2M. En el caso de observar trazas de otras especies, se cicld el electrodo a 10 vst
hasta que ya no se observaron contaminantes superficiales.

El electrodo rotatorio de Au se pulid sucesivamente sobre pafos embebidos en
soluciones de alumina en agua sobre distintos pafios utilizando soluciones de particulas
de tamafio decreciente, 1um, 0.3um y 0.05um. Después de cada paso de pulido, se sonicé
el electrodo en una solucién de agua calidad Milli-Q® durante 1 minuto.

El contraelectrodo y el electrodo de referencia se enjuagaron bien, con agua calidad Milli-
Q® luego de cada experimento. Los contraelectrodos se enjuagaron con isopropanol, se
sonicaron y se flamearon para su limpieza.

Celdas

Se utilizé una celda de Teflone para tres electrodos, provista con entrada y salida de gases.
En los casos en los que se necesitd atmdsfera controlada se utilizé una celda hermética de
vidrio, con entrada para gases inertes (N, o Ar,). Todas las celdas se limpiaron con un
tratamiento de KMnO,y H,0; acidificada.

Preparacion de electrodos de oro planos modificados

Para iniciar la construccion de electrodos modificados se partié siempre de sustratos de
Au tratados como se describiéd en la seccidn anterior. El primer paso consistido en la
inmersion del electrodo en solucién de mercaptopronanosulfonato de sodio (MPS) 20mM
en H,SO; 10mM durante 30 minutos. Después de esta primera modificacion los
electrodos fueron lavados con abundante agua Milli-Q. En todos los casos, la respuesta
amperométrica de los electrodos modificados fue medida dentro de las 24 horas
posteriores a la fabricacion del electrodo. El pH de las soluciones de PAH-Os fue ajustado
mediante agregados de HClI o NaOH. La concentracion de Os en las soluciones de
polimero PAH-Os se calculé por espectrofotometria UV-Vis a partir del maximo de
absorcion de 480nm.

Con respecto a la fabricacién de los electrodos Au-MPS-(PAH-Os,/Lacasam), la estrategia
fue la de modificar la superficie de Oro con un alcanotiol de cadena corta
(mercaptopropanosulfonato de sodio) con grupos terminales anionicos sulfonatos y luego
realizar la adsorcion de ambos componentes. En el caso de la Lacasa la adsorcién se
realizé a partir de una solucién 0.5mg.mL™ en agua MilliQ (pH alrededor de 5) donde la
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proteina lleva una carga neta negativa (pl de Lacasa: 4.4). La solucion de PAH-Os siempre
fue una solucién en agua y llevada a pH 8.0 con NaOH. La concentracién de esta solucién
fue de 0.44mM PAH-Os. Cada polielectrolito se dejé reaccionar durante 10 minutos, y a
temperatura ambiente.

Preparacion de electrodos rotatorios de oro modificados

Los electrodos de trabajo usados fueron discos de Oro de 5mm de didmetro incluidos el
polimero KelF. Todas las mediciones electroquimicas se realizaron en buffer acetato 0.1M
de pH 4.7 conteniendo 0.2M KNOs.

Con respecto a la modificacidon de los electrodos, la estrategia fue la de modificar la
superficie de Oro con un alcanotiol de cadena corta (mercaptopropanosulfonato de
sodio) con grupos terminales anidnicos sulfonatos y luego realizar la adsorcién de ambos
componentes. En el caso de la Lacasa la adsorcidn se realizé a partir de una solucidn
0.5mg.mL" en agua MilliQ (pH alrededor de 5) en la que la proteina tiene una carga neta
negativa (pl de Lacasa: 4.4). La solucién de PAH-Os siempre fue acuosa y llevada a pH 8.0
con NaOH. La concentracién de esta solucion fue de 0.44mM PAH-Os.

Control de la presion parcial de oxigeno en el buffer de medida

Antes de cada medida las soluciones se saturaron con argdn puro, o mezclas de argén
/oxigeno en diferentes proporciones. La presion parcial de oxigeno, pO,, de esta mezcla
de gases se controld por medio de precisos medidores de flujo y reguladores de flujo (G.
Bruno Schilling, Argentina). Se calibré esta mezcla de O,/Ar usando el valor de la corriente
limite de Koutecky empleando el electrodo de disco rotatorio.

La corriente catalitica para la reduccidn de oxigeno se midié variando la presién parcial de
oxigeno con presaturacion de la solucién de trabajo y burbujeo en la celda electroquimica
durante 10min y manteniendo la atmosfera del gas seleccionado sobre el electrolito
durante las mediciones*!.

Sintesis de complejos redox y polimeros redox

. .z . . . . . 122 .
Se siguid el procedimiento descripto por Danilowicz y col.”, representado en la Figura 32
gue consiste en la union covalente del complejo a los grupos amino de la polialilamina
mediante la formacion de una imina (base de Schiff) y posterior reduccidon con NaBH,.

121 calvo EJ, Schiffrin DJ. J. Electroanal. Chem. 1988, 243 (1), 171-185.

122 panilowicz C, Cortdn E, Battaglini F. Journal of Electroanalytical Chemistry. Vol 445, Issues 1-2, 31 March 1998, p 89-
94,
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Figura 32. Diagrama representando la sintesis de la PAH-Os.

Proteccion de piridina 4 aldehido: se mezcléd 1g de piridina 4-aldehido, 730uL de
etilenglicol, 200mg de acido p-toluensulfonico y 100ml de benceno en un balén de 250mL
equipado con una trampa de Dean Stark y un refrigerante. La mezcla se calenté a reflujo
por 4 horas. El solvente fue evaporado bajo presion reducida y el residuo fue purificado
en columna de silica gel usando CHCl3/CHsOH (100:4) como eluyente.

Sintesis de (Os(bpy),Cl(piacetal))": 150 mg de Os(bpy),Cl, se disolvieron en 20mL de agua
etanol (1:1) agregandose un exceso del acetal de piridina 4 aldehido (aproximadamente
una relaciéon molar 1:15) reflujandose por 6 horas en atmdsfera de N,. Posteriormente, se
enfrié la solucidn, filtrandose el exceso de ligando precipitado. El solvente fue evaporado
y el producto crudo fue purificado en una columna de aliumina neutra empleando
CH3CN/CH30H (2:1) como eluyente

Desproteccion de (Os(bpy).Cl(pyacetal))’: en 5mL de HCL 1M se disolvieron 30mg de
(Os(bpy)2Cl(pyacetal)Cl y calentdandose a 50°C por 1 hora. La solucién fue neutralizada
lentamente con NaHCOs y el producto se extrajo con CHCls.

Sintesis de PAH-Os(bpy),ClpyCHO": la PAH fue sometida a un proceso de dializado contra
agua en una membrana de didlisis sigma (corte de peso molecular 12kDa) por 48 horas.
15mg de PAH dializada fueron disueltos en CH3OH anhidro junto con 0.05ml de
trietilamina recientemente destilada. Una solucién metanolica de Os(bpy),Cl(pyCHO)CI
(22mg) fue agregada lentamente durante una hora. La mezcla fue agitada continuamente
durante una hora mas. Finalmente se incorpord un exceso de NaBH; en la solucién
enfriada sobre un bafio de hielo. Se continlo con la agitaciéon por una hora mas. El
metanol fue removido con presién reducida y el residuo fue redisuelto en agua. Esta
solucidn fue dializada contra agua durante 72 horas.

Una fraccién del producto de sintesis del polimero modificado se analizd por resonancia
magnética nuclear, 'H-RMN, observandose las sefiales de los grupos alquilicos de la PAH
(6: 1.3, 1.8 y 2.9 ppm) y las de las bipiridinas y piridina del complejo de Os (6: 6.8, 7.4 y
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8.2 ppm). La relacién de la integracion de ambas sefiales (36.1:9.4) indicd la presencia de
1 complejo de Osmio por cada 8 unidades de PAH.

Sintesis de Nanoparticulas de Oro

Las nanoparticulas de Oro se sintetizaron usando una modificaciéon del método
Turkevich'?*: Se disolvieron 4.5mg de 4acido tetracloroaurico (HAuCls) en 45mL de agua
MilliQ y 10mL de esta solucidn se llevo a hervor en un balén bajo agitacién. Una solucién
conteniendo 1.6mL de citrato de sodio al 1/ y 10uL de una solucién de 4.3mg de MPS en
100uL de agua fueron agregados simultaneamente a la solucidn. Se produjo un viraje al
color rojo luego de 5 minutos y la intensidad del color aumentd con el tiempo. Se
mantuvo el hervor por otros 20 minutos después de lo cual se removid el calor y se
continuo agitando por 15 min. Las nanoparticulas fueron filtradas usando papel Whatman
Nol para remover impurezas. Luego, se centrifugaron 8mL de la suspension de
nanoparticulas en Eppendorfs de 1.5mL a 4500g durante 45 minutos para remover el
exceso de tiol, el sobrenadante se descartd y las particulas fueron redispersadas en 4mL

de agua.

Sintesis de Nanoparticulas nicleo-cascara

Se uso PAH-Os como polielectrolito redox. La adsorcidn repetitiva de PAH-Os y GOx sobre
las nanoparticulas de Oro tioladas con MPS se llevé a cabo de la siguiente manera: se
agregaron 4mL de una suspension 6.8 x 10"'° M de nanoparticulas a 4mL de una solucién
4.4 x 10* M de PAH-Os de pH 8.75 bajo agitacién y a temperatura ambiente durante 20
minutos. Luego se realizaron 3 lavados para remover el exceso de PAH-Os (45 min a
4500G cada ciclo de lavado) y llevado a un volumen final de 4mL. Estos 4mL se agregaron
a 4mL de una solucién de GOx de 0.5mg.mL™* en buffer Tris pH 8 20mM bajo agitacién y a
temperatura ambiente. Esto se dejo durante 1h y luego las nanoparticulas se lavaron para
remover el exceso de GOx, empleando tres ciclos de lavado durante 45 min a 4500G cada
uno. Estos pasos de deposicidn se repitieron hasta que se depositaron el nimero deseado
de capas de enzima y de polimero.

Oxidacion de Nanoparticulas nucleo-cascara

Se agregd 20uL de peroxidasa de Poroto de Soja 1mg/mL a 500uL de la solucién de
nanoparticulas (3 x 10 particulas/mL) y se incubd durante 5 minutos. Luego, se
agregaron 25ulL de H,0, 3uM y se incubd durante 15 min. Se realizaron tres ciclos de
lavado de 45 minutos de 4500G para separar las nanoparticulas, las cuales fueron luego
redispersadas en un volumen final de 30pL.

123 Discuss. Faraday Soc., 1951, 11, 55 - 75, DOI: 10.1039/DF9511100055.
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Fabricacion de nanocavidades metalicas como sustratos SERS

Las cavidades metalicas usadas en esta Tesis fueron fabricadas por el Dr. Nicolas Tognalli
(CAB-CNEA, Laboratorio de Propiedades Opticas).

El primer paso para fabricar las nanocavidades metalicas consiste en lograr depositar por
evaporacion controlada de solvente una monocapa ordenada de esferas de poliestireno
(tipicamente de entre 300 y 900nm de didmetro) sobre una superficie de Au plana en una
region de 1cm?

El procedimiento comienza con la modificacidon de la superficie de Oro con una monocapa
autoensamblada de Cisteamina empleando una solucién 10mM en etanol. Este primer
paso sirve para otorgarle a la superficie un caracter polar que mejora el posterior mojado
con la solucién coloidal y da lugar a una atraccion electrostatica con las nanoparticulas de
latex cargadas negativamente.

Luego, se fabrico con este sustrato una celda delgada agregando parafilm y un
cubreobjetos. En esta celda se introdujeron 10ul de una solucién coloidal de esferas de
poliestireno monodispersas de 350, 500, 600, 700, 800 o 900nm de didmetro 1/ en H,0
(Duke Scientific Corporation). Luego se colocd la muestra en posicidon oblicua dentro de
una cadmara de cria con temperatura y humedad controlada. El rango de temperatura se
encuentra entre 15 y 50°C y el de humedad entre 20 y 60/ dependiendo del tamafio de
esfera utilizada. Estos pardmetros son criticos para que el crecimiento sea ordenado en
una regién macroscopica (1cm?). En la siguiente figura se muestra un esquema del
proceso de evaporacion controlada y las fuerzas involucradas:

‘_
pepaneib

Figura 33. Esquema del proceso de ensamblado de esferas de poliestireno de entre 300 y 900nm de diametro por
evaporacion controlada del solvente. Las tres fuerzas involucradas durante el depdsito de las esferas de latex estan
presentadas en la figura: gravedad, tension superficial y atraccion electrostatica entre la superficie de Au modificada
con cisteamina y las esferas de poliestireno, E.

Las nanoparticulas de poliestireno son comerciales y poseen una carga superficial
negativa. Sin embargo una vez que estan en la celda y dentro de la cdmara de cria por
varias horas pueden sedimentar. Por otra parte, una vez que el solvente comienza a
evaporarse ocurren dos fendmenos mas que se deben compatibilizar entre si y con el
anterior para que el ensamblado de esferas ocurra de la manera en que deseamos. Por un
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lado, la concentracién de esferas aumenta por la evaporacién del solvente haciendo que
la repulsidn entre esferas aumente dado que la separacidn disminuye hasta el limite en el
que se agregan. Por otra parte se forma un menisco en la solucién donde la fuerza de
tensién superficial es tan grande que a medida que avanza (debido a la evaporacién) hace
que las esferas en las cercanias queden adheridas al substrato de oro. Como queremos
que la estructura ensamblada sea compacta pero que no supere la monocapa,
necesitamos que este avance del menisco evolucione lentamente. La solucién de
compromiso para que las esferas de poliestireno de diferentes diametros se ordenen
surge entonces encontrando condiciones de temperatura y humedad en las cuales el
menisco avanza suficientemente lento como para permitir un ordenamiento de
nanoparticulas ddndole tiempo a estas para que encuentren la posicion ideal dentro de la
estructura compacta, y ademas la evaporacién no es tan lenta como para evitar que las
nanoparticulas sedimenten por gravedad o por simple interaccién con el substrato.

La siguiente etapa de fabricacién consiste en el proceso de electrodepdsito metalico
controlado de Au o Ag llenando los intersticios entre esferas de poliestireno hasta la
fraccidon de didmetro deseada entre 0 y 1, (altura h = e/d, con e = espesor del filmy d =
didmetro de la esfera de latex). En la Figura 34 se muestra un ejemplo de electrodeposito
escalonado (diferentes valores de h dentro de un mismo substrato que se consigue
retrayendo al substrato fuera de la solucién a través de unos 10 pasos sucesivos de
500um cada uno) que se realizd en una muestra con un molde de esferas de latex de
600nm de didmetro:

-15

b

[
(&

Corriente [11A]
8 8

&

45 :
0 50 100 15 200 250 300 350 400 450
Tiempo de electrodeposiio [s]

LA J »
AR AL LR XY

UL *ee A LA
WAAA R R L R N R R L R )
Isees e L i ]
LA *SeSser .
B AA A A A X A A R R X )
& SssSsssssascns

Figura 34. Arriba a la izquierda: Curva electroquimica para el electrodeposito de Au en un autoensamblado de latex
de 600nm. Las lineas punteadas identifican regiones caracteristicas del electrodeposito. Ver texto para mas detalles.
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El fondo que mostramos en este panel es una imagen SEM tomada en una muestra escalonada donde se aprecian
cambios en el brillo debido a las diferentes alturas de las cavidades (h). Los otros tres paneles son imagenes SEM
tomadas en la misma muestra con mayor resoluciéon para diferentes alturas de las cavidades: h < d/2 (abajo a la
izquierda), h = d/2 (abajo a la derecha) y h > d/2 (arriba a la derecha).

Arriba a la izquierda se muestra la curva corriente en funcidon del tiempo para este
sistema. Se pueden identificar diferentes regiones a lo largo del electrodeposito. Desde el
inicio del proceso hasta la linea 1) se polariza el electrodo y se forma una doble capa
electroquimica. Desde 1) hasta 2) se comienzan a nuclear los sitios del electrodepdsito. A
partir de 2) el metal depositado adquiere la forma del molde llenando los intersticios que
dejan las esferas de latex. La linea 3) indica que se ha alcanzado la mitad del diametro
(d/2) de las esferas (minimo en el valor absoluto de la corriente). A partir de 3) el
electrodeposito sigue por encima de d/2. El fondo que se muestra en este panel
corresponde a la imagen SEM de la muestra escalonada (escala 1Imm) donde se aprecian
cambios en el brillo debido a las diferentes alturas de las cavidades (h). En los otros tres
paneles de la Figura 34 se presentan imagenes SEM con mayor resolucion para regiones
con diferentes alturas dentro de las cavidades: h < d/2 (abajo a la izquierda), h = d/2
(abajo a la derecha) y h > d/2 (arriba a la derecha).

Se utilizaron soluciones de plateado de Au y Ag comerciales (TG-25 RTU (Au) y SILVER
CYLESS RTU (Ag), ambas de Technic Inc.). Para los depdsitos de oro utilizamos una celda
electroquimica estandar de tres electrodos: el substrato como electrodo de trabajo, un
electrodo de referencia de Ag/AgCl y una lamina de Pt como contraelectrodo.

El método de fabricacién de las cavidades metalicas ordenadas finaliza con una remocion
de las esferas de poliestireno. Primero se ponen en contacto con dimetil formamida
(DMF), que disuelve por completo al poliestireno. Luego, se realiza una limpieza
electroquimica que depende del metal electrodepositado. Para el Au se realizan 200
ciclos electroquimicos de oxido-reduccion en una soluciéon 0.5M de H,SO,4 entre 0.2 y 1.6V
vs. Ag/AgCl a 1V/s. En el caso de las cavidades de Ag, luego de la disolucién con DMF de
las particulas se realiza una posterior limpieza mediante sonicacion en isopropanol,
etanol y agua, durante 10 minutos cada uno.

Obtencion, purificacidn y caracterizacion de las Lacasas

Organismo

En este estudio se usé la enzima Lacasa proveniente del hongo Trametes Trogii, en
particular la cepa 463 (BAFC: Mycological Culture Collection, cedida por el Laboratorio de
la Dra. Laura Levin del departamento de Ciencias Bioldgicas, Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Laboratorio de la Dra. Laura Levin) de

124
. L

Trametes Trogii (Funalia Trogii) (Polyporaceae, Aphyllophorales, Basidiomycetes) os

cultivos madre se mantuvieron en extracto de malta a 4°C

124 evin L, Forchiassin F, Viale A. Process Biochem. 2005, 40 (3-4), 1381-1387.
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Condiciones de cultivo

Las condiciones del cultivo (también llevadas a cabo por el Laboratorio de la Dra. Laura
Levin) fueron las siguientes: el medio para cultivo de hongos (medio GA) contiene
glucosa, 20g de MgS0,4:7H,0, 0.5g de KH,PO4, 0.5 g de K;HPO,4, 0.6 g de MnCl,-4H,0, 0.09
mg de H3BOs3, 0.07mg de Na;Mo0,4-H,0, 0.02 mg de FeCls, 1 mg de ZnCl,, 3.5 mg de
clorhidrato de tiamina, 0.1 mg de asparagina monohidratada, agua destilada hasta 1L,
suplementado con sulfato cuprico ImM.

El pH inicial del medio se ajustd a 6.5 con NaOH 1N. Usando frascos Erlenmeyer de
500mL, se inocularon 50mL de medio con cuatro tacos de agar con micelio de 25mm? de
un cultivo de 7 dias crecido sobre extracto de malta (1.3/ extracto de malta, 1/ glucosa,
2/ agar). La incubacion fue llevada a cabo sin agitacion a 28+1°C. Los cultivos se
cosecharon el dia 22 y fueron filtrados con papel de filtro. El sobrenadante del cultivo
(“crudo de Lacasa”) se usé como la fuente de enzima.

Filtrado v precipitado de proteinas

Partiendo del crudo de Lacasa, con la colaboracion de Nestor Javier Filiel (Laboratorio de
Electroquimica Molecular, FCEyN-UBA) y del Dr. Diego Pallarola (Laboratorio de
Electroquimica, FCEyN-UBA), se procedid a la purificacién de la enzima Lacasa. El FPLC
usado fue un modelo AKTA Explorer 10 (GE Amersham) perteneciente al Laboratorio del
Dr. Fernando Battaglini (FCEyN-UBA).

El crudo amarillo del cultivo se filtré con un papel de filtro. Las proteinas se precipitaron
agregando lentamente (NH4),SO4 en bafio de hielo hasta saturacidon. Luego de esperar 1h
para permitir que las proteinas precipiten completamente, la solucién se centrifugd en
una centrifuga Beckmann (30min, 5500rpm, 17" rotor).

El pellet se disolvio en buffer Tris 20mM de pH 7 y se eluyeron porciones de 3mL en una
serie de 2 columnas de desalado Hitrap, recolectando las fracciones con absorcién a
280nm (Figura 35).
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Figura 35. Purificacion de Lacasa Trametes Trogii: cromatografia de desalado. Curva negra: absorbancia a 280nm.
Curva roja: conductividad.

Cromatografia de intercambio idnico

Lo colectado de la columna de desalado se llevé a buffer 0.1M Tris de pH 6 (3mg.mL™)
usando una celda de ultrafiltracion. Esta preparacién de enzima se paso por una columna
de intercambio i6nico HiPrep 16/10 Q FF (Amersham Bioscience) en porciones de 500uL y
equilibrada con el mismo buffer a un flujo de AmL.min’. Las porciones retenidas se
eluyeron usando el siguiente gradiente de NaCl: 0 a 300mM, 15min; 300mM, 5 min;
300mM hasta 1M 3 min, y 300mM 15 min. Se recogid una primera fraccién con actividad
Lacasa y se llevé a agua mediante ultrafiltracién, mientras que la segunda fraccién no
presentd actividad de Lacasa. Parte de la Lacasa pura se guardd en alicuotas en freezer
para ser usada a corto plazo. Otra parte se liofilizo y se guardo en freezer para ser usada a
largo plazo.

La Figura 36 muestra la corrida de cromatografia FPLC de intercambio idnico.
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Figura 36. Purificacion de Lacasa de Trametes Trogii: columna de intercambio iénico HiPrep 16/10 Q FF. Curva negra:
absorbancia a 280nm. Curva roja: gradiente de NaCl. En azul se muestra la fraccion colectada.

Actividad enzimatica

La cantidad total de proteinas se determiné usando el método de unién de colorante de
Bradford®> con Albumina de suero bovino como estandar. La actividad de la enzima fue
medida espectrofotométricamente en buffer sodio acetato pH 5 a 25°C, usando 2,2’-

azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS)*?°.

Figura 37. 2,2'- Acido 2,2'-azino-bis(3-etillbenztiazolin-6-sulfénico), el colorante usado para los ensayos
de actividad en la Lacasa.

La oxidacion del ABTS se determind por el aumento en la absorbancia a 420nm (g420=
36000 M™cm™). La actividad de la Lacasa se expresé en unidades internacionales, como la
cantidad de enzima requerida para generar 1umol de producto por minuto. La actividad
del crudo de la enzima result6 ser de 650 U.mg™ de proteinas mientras que la enzima
purificada tuvo una actividad de 134 U.mg™.

125 Bradford MM. Analytical biochemistry, 1976 - Elsevier

126 Kavanagh P, Jenkins P, Leech D. Electrochem. Commun. 2008, 10 (10), 1656—1656.
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Espectroscopia UV-Visible

Una vez purificada esta enzima, se caracterizé por espectroscopia UV-Vis, MALDI-TOF y
gel electroforesis. En esta seccidon se mostrara la caracterizacion por espectroscopia UV-
Vis.

En la Figura 38 se observa el espectro de la solucién de partida, el crudo de Lacasa.
Mientras que la Figura 39 A y B a continuacidn muestran el espectro UV-Vis de esta
Lacasa purificada en agua y una foto de esa misma solucién aprecidandose la coloracidon

azulada, respectivamente:
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Figura 38. Espectro de absorcion UV-Vis del crudo de Lacasa.
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Figura 39. A: Espectro de absorcion UV-Vis de una solucién en agua de Lacasa Trametes Trogii purificada. B:
Fotografia de una solucién concentrada de Lacasa de Trametes Trogii purificada.
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En la Figura 38 no se aprecia ninguna caracteristica, esto es debido a la alta impureza de
esa solucién. Sin embargo, en la solucidn purificada (Figura 39 A) se puede distinguir el
pico a 280nm caracteristico de toda proteina, y también la banda de absorcién del T; en
estado oxidado, lo que le da a la enzima su tipica coloracién azulada. Para determinar la
concentracion de Lacasa en esta la solucidn se hizo uso del €,0,m reportado por Garzillo y
col.®’ (1 u.a a 280nm corresponde a una concentracién de 0.91mg.mL™).

En la Figura 39 B se puede apreciar una fotografia que corresponde a una solucién del
doble de concentracidn que la del espectro.

Determinacion de masa molar

La masa molar de la Lacasa purificada se determind por SDS-PAGE y espectro de masa
MALDI-TOF. ElI SDS page analitico con dodecilsulfato de sodio se llevé a cabo como lo
describe Laemmli**® usando un sistema de Bio Rad Mini Protean Il y geles de 0.75mm de
espesor, con geles de poliacrilamida al 12/ usando marcadores de peso molecular (Sigma
Aldrich). Las bandas proteicas se tifieron con Azul brillante de Coomasie R-250 y con Plata.

SDS-PAGE

Se realizé la electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes (los resultados se muestran
en la Figura 40). Los geles de poliacrilamida se corrieron usando 25mM Tris-HCI buffer,
pH 8.3, 0.19 M glicina, 0.1 / SDS. El gel separador se formé con 12.5/ acrilamida, 0.375
M Tris-HCI buffer pH 8.80, 0.1 / SDS, vy el gel concentrador con 5/ acrilamida, 60 mM
Tris-HCI buffer pH 6.80, 0.1 / SDS. Las muestras se trataron antes de ser cargadas al gel
con 0.125 M Tris-HCI pH 6.80, 0.5/ SDS, 20/ v/v glicerol, 0.2 M ditiotreitol and 0.02 /
azul de bromofenol y fueron calentadas a 100°C por 90 segundos.

27 Garzillo AM, Colao MC, Buonocore V, Oliva R, Falcigno L, Saviano M, Santoro AM, Zappala R, Bonomo RP, Bianco C,

Giardina P, Palmieri G, Sannia G.J. Protein Chem. 2001 Apr;20(3):191-201.
128 | aemmli UK (August 1970). Nature 227 (5259): 680—685.
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Figura 40. A: Electroforesis de estandares moleculares, Lacasa del crudo de Trametes Trogii, bajo condiciones
desnaturalizantes, revelado con tincidn por plata. B: Electroforesis de estandares moleculares, Lacasa del crudo de
Trametes Trogii, Lacasa purificada de Trametes Trogii y crudo de Lacasa de Trametes Versicolor de Fluka, bajo
condiciones desnaturalizantes, revelado con coomasie.

Analisis por MALDI-TOF

Los espectros de MALDI-TOF se registraron usando un espectrémetro de masa Omniflex
Bruker Daltonics (INQUIMAE, FCEyN-UBA), operado en modo lineal a un voltaje de
aceleracion de 19keV. En la Figura 41 se puede apreciar el espectro de masa para la
Lacasa de Trametes Trogii purificada:
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Figura 41. Espectro de masa de MALDI de ion positivo de Lacasa purificada. Condiciones de la medida: matriz: Acido

a-ciano-4-hidroxicinamico; longitud de onda del laser: 337nm, voltaje de aceleracién, 19keV, tiempo de retardo
100ns. La potencia del laser se colocé cerca del umbral.

Caracterizacion de Lacasa de Trametes Versicolor

Como se menciond anteriormente también se estudié la Lacasa proveniente del hongo
Trametes Versicolor. Esta enzima fue purificada a partir de la enzima comercial Trametes
Versicolor de Fluka siguiendo las mismas condiciones descriptas para la purificacién de
Lacasa de Trametes Trogii. Una vez purificada esta enzima, se caracterizé por
espectroscopia UV-Vis, MALDI-TOF. La Figura 42 A y B a continuacién muestra el espectro
UV-Vis de esta Lacasa purificada en agua y una foto de esa misma solucién aprecidandose

la coloracién azulada, respectivamente:
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Figura 42. A: Espectro UV-Vis de Lacasa purificada de Trametes Versicolor (Fluka). B: Fotografia de una solucion
concentrada de Lacasa de Trametes Versicolor purificada.

Mientras que el espectro de masa MALDI-TOF se muestra en la Figura 43:
71



1200 -

1000 -
o
o)
<
8001 &
[72] M o]
ko 5 o 3
c 6004 +— = 3
gg ! [
[+2]
(&) = £

400 -

200 4

40000 50000 60000 70000

Masa/z

20000 30000

Figura 43. Espectro de masa de MALDI de ion positivo de Lacasa purificada de Trametes Versicolor. Condiciones de la
medida: matriz: acido a-ciano-4-hidroxicinamico; longitud de onda del laser: 337nm, voltaje de aceleracién, 19keV,
tiempo de retardo 100ns. La potencia del laser fue colocada cerca del umbral.

Modificacion de electrodos de carbono espectroscépico

El carbono fue enjuagado con etanol, isopropanol y agua e incubado durante 15 minutos
en una solucion de 0.3mg/mL de Lacasa en agua. Luego se enjuagd con agua milliQ y se
midieron las voltametrias en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0.2M KNOs a distintas
presionas parciales de O, mezclando O, y Ar.

Preparacion de electrodos de Carbono para su analisis por XPS

Para preparar las muestras de carbono espectrografico para analizar por XPS se cortaron
porciones de una barra del mismo empleando una sierra metalica y se pulid
minuciosamente durante media hora con alimina 5um para erosionar el carbén vy
eliminar cualquier resto de metal (Cobre u otros) que pudiera haber sido incorporado por
la sierra. Luego se sonico este carbono durante 1 hora en isopropanol y posteriormente 1
hora en agua. Para el caso del carbono modificado con Lacasa el procedimiento fue el
mismo, seguido de la incubaciéon durante 15 minutos en una solucién de Lacasa de
O.3mg.mL'1 en agua.

Modificacion de superficies para estudios de efecto de la ultima capa

La superficie de Oro fue modificada con grupos sulfonatos sumergiendo el electrodo en
una solucién fresca, 20mM de Acido 3-mercapto-1-propano sulfénico por 30 minutos
seguido de enjuague con agua MilliQ. Luego de la adsorcidn de tiol, la primera capa de
0.44mM PAH-Os se formd por inmersién del Oro modificado con tiol en una solucién de
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PAH-Os por 10min. Luego se sumergié en una solucion de 1mM GOx en agua MilliQ o
8uM Lacasa en agua MilliQ por 10 minutos, enjuagando exhaustivamente con agua milliQ
al final de cada paso de adsorcién.
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3. BIOSENSOR DE GLUCOSA BASADO EN
NANOPARTICULAS DE ORO

En este trabajo se buscé desarrollar un nanobiosensor éptico de glucosa mediante un
sistema quimico sensible a glucosa disefiado en base a nanoparticulas de oro nucleo -
cascara. Las mismas debian contener todos los componentes integrados en ella, servir
para reconocer glucosa y ser capaces de detectar su concentracidon por intermedio de
sefial de Raman Resonante. Con este fin se emplearon nanoparticulas nucleo-cdscara,
cuya cascara esta compuesta por la enzima Glucosa Oxidasa y su cable molecular, PAH-
Os. Se aprovecharon o utilizaron las propiedades 6pticas de este cable molecular, en
particular la dispersién Raman Resonante, para llevar a cabo la interrogacién del sensor.

INTRODUCCION A LOS BIOSENSORES

Definicion de Biosensor

Un biosensor es un dispositivo para la deteccion de un analito que combina un
componente biolégico con un componente fisicoquimico en la deteccién. Consta de 2
partes: 1) El elemento biolégico sensible (material bioldgico, como organelas, receptores
celulares, enzimas, anticuerpos, acidos nucleicos, etc). 2) El transductor o elemento de
deteccion que transforma la sefal que resulta de la interaccion del analito con el
elemento bioldgico en otro tipo de sefial (6ptica, eléctrica, mecanica, caldrica, etc.) que
permita la medida y la cuantificacion.

Un ejemplo tipico de biosensores es el sensor de glucosa usado en pacientes diabéticos
para medir nivel de glucosa en sangre.

Tipos de Biosensor

Los biosensores se pueden subdividir, de acuerdo al tipo de transduccion, en: dpticos,
calorimétricos, piezoeléctricos y electroquimicos.

Los biosensores piezoeléctricos permiten la deteccion de variaciones de masa sobre un
cristal de cuarzo. La aplicacién de una tensién eléctrica oscilante sobre este material
produce una deformacién periddica en su estructura cristalina. Al igual que un resorte
mecanico clasico, el cristal presenta una frecuencia de resonancia. Al depositarse masa
sobre este material, la frecuencia de resonancia cambia.

Los biosensores electroquimicos basan su operacién en el proceso de catélisis enzimatica,
en las que especies electroquimicas como electrones, iones o compuestos con estados de
oxidacién variable son consumidos o generados. Esto posibilita una deteccidn
conductimetrica, potenciométrica o amperométrica. Dentro de la ultima categoria se
encuentran los electrodos enzimaticos amperometricos, que miden cambios en el estado
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redox de un analito o de ciertas especies que participan del proceso biocatalitico a partir
de variaciones de corriente sobre un electrodo de trabajo. La posibilidad de regenerar el
estado redox inicial de alguno de los componentes del proceso sobre la superficie del
electrodo-aplicando potenciales apropiados- permite que se produzca un estado
estacionario en la catdlisis y por ende una corriente eléctrica también estacionaria. Este
flujo de electrones se relaciona en forma directa con el consumo o la produccién de la
especie electroactiva. Entre los componentes necesarios para la construccién de
electrodos enzimaticos amperométricos, las enzimas oxidorreductasas constituyen el
elemento de reconocimiento bioldgico. Generalmente la transferencia electrénica directa
entre un electrodo y el grupo prostético redox de una enzima se halla impedida por
factores estéricos o una orientacion inapropiada. Los procesos evolutivos han llevado a
que los grupos prostéticos se hallen protegidos por la estructura proteica con el fin de
evitar reacciones no deseadas, otorgandoles especificidad y selectividad. A fin de que una
enzima redox intercambie electrones con un electrodo u otra enzima, es necesaria una
especie redox que transporte esos electrones entre el electrodo y la enzima. Esta especie
recibe el nombre de mediador.

En el campo de los biosensores épticos se han desarollado estrategias diversas'?; éstan
los que monitorean un cambio en la fluorescencia del mediador que cablea una enzima
redox'’; sensores de resonancia de plasmén superficial que registran el cambio en la
constante dieléctrica del medio que produce la unién del ligando a su receptor*“**?, que
llevan a cabo la deteccién mediante raman resonante de un mediador soluble*** o una
sonda Raman®®*, o aquellos que miden el cambio en la posicidon de la banda plasmonica
de particulas de Oro (tal es el caso del sensor de oligonucledtidos desarollado por Mirkin
y col.’®*®). Es tambien posible la deteccién mediante espectroscopia raman SERRS
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directamente del analito™, este es el caso de la deteccion de glucosa adsorbida sobre

. 137
sustratos de plata especiales altamente exaltadores del efecto Raman™?’.

Biosensores enzimaticos

En el caso de biosensores enzimaticos, se ha mencionado anteriormente la posibilidad de
ensamblar mediante la técnica capa por capa polielectrolitos junto con enzimas con el
objetivo de obtener una superestructura. El proceso de adsorcién permite ser
monitoreado en todo momento por diversas técnicas: microbalanza de cuarzo,
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espectroscopia UV-Visible, reflectividad de Rayos X o resonancia de plasmdn superficial,
por citar algunos ejemplos.
En la mayoria de los casos, las proteinas autoensambladas no pierden su actividad

biolégica. Mas aun, Lvov y col.'*®

observaron que la GOx autoensamblada con
Polietilenimina (PEI) aumentaba su temperatura de desnaturalizacion de 50 a 67°C. Un
fenédmeno similar fue observado previamente para los complejos de Lactato Oxidasa con
Poli(vinilimidazol) y de Glicolato Oxidasa con PEl y posterior inmovilizacién sobre silica
hidratada™*’

resultando en una estabilizaciéon de la enzima.

. En este caso se postuld la proteccién del sitio activo con el polication

La construccién de multicapas de enzima autoensamblada capa por capa también se ha
realizado sobre microparticulas. Asi, Caruso y col.'*® depositaron sobre particulas de
poliestireno de 0.6um de didmetro la enzima anidnica GOx alternadamente con
Polialilamina (PAH). Mas aun, incluyeron en la estructura nanoparticulas magnéticas de
FesO0, de modo que lograron separar mediante un iman los coloides modificados
dispersos en soluciones acuosas. En una experiencia similar, la enzima Ureasa fue
encapsulada en “cascaras” de Polielectrolito''. En una primera etapa, autoensamblaron
capas de PAH/Poliestirensulfonato(PSS) sobre microparticulas de melanina formaldehido.
Posteriormente, un tratamiento en medio acido disolvia el nlcleo obteniéndose asi
capsulas vacias. Finalmente, la Ureasa fue incluida en la estructura mediante el agregado
de etanol a la solucidon donde se encontraban las cascaras de Polielectrolito y la enzima.
Este proceso es reversible y por lo tanto la extraccién de alcohol permite atrapar a la
proteina dentro de la estructura. La posibilidad de incluir macromoléculas bioldgicas en
nanoestructuras resulta interesante desde el punto de vista de disefio de nanoreactores
biocataliticos.

Biosensores Amperométricos

Un biosensor amperométrico es un dispositivo de reconocimiento molecular donde una
macromolécula, generalmente de origen biolégico interactia con un analito en forma
especifica e inicia asi un proceso que se traduce en una sefial eléctrica'*’.

Ya que las enzimas redox suelen ser altamente especificas con sus sustratos pero no con
el mediador, se usan entonces diferentes especies redox en reemplazo del mediador
natural. En la Figura 44 se observa el esquema de un biosensor amperométrico:
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Figura 44. Representacion esquematica de un electrodo enzimatico amperométrico.

Nétese que si se impone un potencial al electrodo de manera que, por la ecuacién de
Nernst, el mediador se halle en su forma oxidada, el electrodo participa como un
componente mas en la generacién de una corriente catalitica. Se reconocen en este
esquema, de derecha a izquierda, los tres procesos que lleva a cabo un electrodo
enzimatico: reconocimiento molecular, mediacién redox y generacion de seiial.

La GOx, en condiciones naturales, utiliza O, como cosustrato. Entre los mediadores

artificiales que lo reemplazan se puede mencionar al: ferroceno y sus derivados'****,

quinonas®

, tetratiofulvaleno o complejos de rutenio. Estos mediadores, ya sea libres en
solucién, inmovilizados sobre una matriz polimérica o unidos a la enzima, reemplazan al
oxigeno y son capaces de “comunicarse” con el electrodo y la enzima de acuerdo al
esquema representado en la Figura 44.
Las ventajas que presenta el empleo de estas sustancias como cosustratos son las
siguientes:
e Las medidas son independientes de la concentracion de O,
e El uso de mediadores con bajos potenciales de reduccidn evita la interferencia de
especies oxidables.
e El potencial de trabajo del electrodo enzimatico se halla determinado por el
mediador empleado.
El interés en desarrollar este tipo de dispositivos reside en la integracion de todos los
elementos del biosensor de manera que solamente sea necesario introducir el analito. En
este caso se habla de un “biosensor sin reactivos”.

Se ha visto que la comunicacién eléctrica entre una superficie y una enzima redox
generalmente precisa de un intermediario debido a la baja accesibilidad de ciertos grupos

143 Cass AEG, Davis G, Francis GD, Hill HAO, Aston W), Higgins IJ, Plotkin EV, Scitt LDL.; Turner APF. Anal Chem 1984, 56,

667
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prostéticos. Existen, sin embargo, ciertas enzimas redox que intercambian electrones de
manera directa con la superficie de un electrodo. Esta posibilidad presenta un doble
atractivo: poder estudiar procesos fundamentales de transferencia electrénica en
proteinas y construir capas de material biolégicamente activo que pueden ser
regeneradas electrocataliticamente.

La modificacién superficial de electrodos de Oro con 4,4 bipiridilo*® y diversos tioles
organicos™’ permitié estudiar en forma directa por primera vez, la electroquimica del
grupo hemo del Citocromo C. Estos compuestos adsorbidos en monocapas
autoensambladas, conocidos como promotores, actian orientando la proteina o enzima
sobre el electrodo facilitando la transferencia electrdnica entre el electrodo y el centro
redox proteico. La constante cinética ker asociada a esta transferencia se puede expresar

com0148:

kET — ko_e—ﬂ(d—do)

medida en s* y ko, la constante de velocidad a la distancia de contacto d,. B es una
constante de decaimiento que adopta valores entre 8.5 y 11.5nm™. La distancia entre la
superficie del electrodo y/o el mediador, y la enzima resulta fundamental al momento de
analizar los procesos de comunicacion eléctrica ente los mismos.

Existen también enzimas en las que se observa transferencia electrénica directa sin

necesidad de un promotor como la Peroxidasa de Rabano, Citocromos o Lacasa™*®2015%

132 Se ha observado comunicacién eléctrica directa entre el sitio activo y electrodos de

Carbono', Platino™* y Oro™>>*°®.

Las modernas técnicas de biologia molecular también permiten alterar la secuencia
aminoacidica de las proteinas y con ello controlar el proceso de adsorcion. Gorton vy
col.™®, fusionaron en el extremo C terminal de la HRP una cola de seis histidinas que
facilitaba su adsorcién sobre un electrodo de Oro. Esta modificacidon resultdé en un
incremento de ket de 4.5 a 7.5s* con respecto a la enzima nativa.

Dentro de los biosensores amperomeétricos, los sensores de glucosa basados en GOx han
recibido mucha atencién tanto en estudios cientificos basicos como tecnoldgicos. Este
hecho resulta de un interés bio-fisicoquimico y en la extraordinaria robustez de esta
enzima como modelo para biosensores para llevar a cabo estudios de investigacion; y la
necesidad de poder contar con un dispositivo que permita monitorear niveles de glucosa

en sangre en pacientes diabéticos de una manera sencilla y directa.
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Una monocapa compacta de enzimas posee un espesor aproximado de 5-10nm. Los
procesos de transporte de masa son rapidos para estas dimensiones reducidas. Al no
existir limitaciones difusidnales para el analito, es de esperar respuestas rapidas para
estos dispositivos.

éPor qué usar el autoensamblado capa por capa para fabricar biosensores?

El progreso en el disefio de biosensores amperométricos ha seguido diferentes vias: la
busqueda de mediadores artificiales capaces de transducir el proceso de catalisis y
reconocimiento molecular, y la modificacién de enzimas o matrices poliméricas

integrando asi el proceso biocatalitico. El electrodo de oxigeno de Clark™®

puede ser
reconocido como el primer biosensor amperométrico, en el que sobre un catodo de Pt, la
enzima GOx era retenida por una membrana, y el O, era reducido en forma
electroquimica. A su vez, la velocidad de difusién y consumo del O, era dependiente de la
concentracion de glucosa. Otros estudios se orientaron al desarrollo de técnicas de
eIectropoIimerizaciénlsg: polimeros conductores como el polipirrol pueden depositarse
sobre los electrodos en forma controlada. La reaccion de polimerizacidon es controlada
electroquimicamente lo que permite regular el espesor del film depositado. Las enzimas
son atrapadas durante este proceso y es el mismo polimero el que actia como cable
molecular.

El uso de hidrogeles redox ha sido el mas empleadolso, inmovilizando un mediador redox
pequefio en matrices poliméricas y atrapando, fisicamente o por medio de uniones
covalentes, a la enzima. Esto evita la difusion libre de los componentes y ayuda a la
integracién de los mismos en un dispositivo. Por otra parte, la posibilidad de sintetizar por
separado el polimero, que servira de sostén estructural a la enzima y que al mismo
tiempo la cableara a través de su mediador redox, permite que las condiciones de la
sintesis sean optimizadas en lo referido al uso de solventes organicos o altas
temperaturas. Generalmente, se han empleado polimeros hidrofilicos para proporcionar
un entorno compatible a enzimas que son estables en solucién acuosa:

163,164 .
63,16 , entre otros. Esta misma

poli(vinilpiridina)*®!, poli(vinilimidazol)'®* y poli(alilamina)
tecnologia ha permitido la comercializacion de sensores de glucosa destinados a
pacientes que sufren de diabetes mellitus*®”.

En lineas generales estos electrodos son preparados mediante el depdsito de un pequefio
volumen de soluciéon de polimero y enzima redox sobre un electrodo. La formacién de un

film delgado puede realizarse mediante la técnica de autoensamblado capa por capa de
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180 peller A. Acc. Chem . Res. 1990, 23,128

161 Degani Y, Heller A. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 2357

162 Taylor C, Kenausis G, Katakis I, Heller A. J. Electroanal. Chem, 1995, 396, 511
Calvo EJ, Danilowicz C, Diaz L. J. electroanal. Chem. 1994, 369, 279

184 Danilowicz C, Corton E, Battaglini F. J. Electroanal, Chem 1998, 445, 89

165 www.medisense.com

159

163

80


http://www.medisense.com/

ambos componentes o mediante el agregado de un agente de entrecruzamiento
bifuncional como epiclorhidrina o poli(etilglicidileter). Luego de que el proceso de
polimerizacién se ha completado (de 4 a 24hs) el electrodo modificado esta listo para ser
usado.

La homogeneizacion de los componentes previa a la polimerizacion no permite distinguir
a priori la composicidn microscépica del sistema integrado. La ausencia de control en la
distribucién de los componente implica cierto grado de desorden en la estructura, incluso
altas concentraciénes de enzima pueden conducir a una segregacion hidrofébica de fases.
Mas aun, la caracterizacién de estos sistemas a escala molecular resulta complicada
dadas las condiciones de generacidn de la estructura del hidrogel.

BIOSENSOR DE GLUCOSA: PRINCIPIO DE FUNCIONAMIENTO

A continuacion se puede apreciar un esquema del funcionamiento del mencionado
sensor:

Glucosa

Acido
Gluconico

Figura 45. Esquema del funcionamiento del nanobiosensor de glucosa.

Las esferas amarillas esquematizan la enzima Glucosa oxidasa, que es cableada por el
polimero PAH-Os, representado aqui en marrén. La nanoparticula de oro esta
representada en naranja y constituye el andamiaje y la plataforma realzadora del efecto
Raman. Una vez que la molécula de glucosa difunde a la superficie de la nanoparticula, es
transformada por la enzima (hecho este que se simplifica con la flecha azul) el estado
redox del cable molecular cambia de un estado no resonante a un estado resonante. La
resonancia de este complejo ocurre con la longitud de onda de 514nm, por este motivo
se representa la excitacion en verde, ya que es la excitacion usada. Al tratarse de
dispersion Raman, el fotédn saliente tendrd una energia menor y por eso estd
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representado con una longitud de onda mayor, en rojo. Este sistema se encuentra en
solucién acuosa.

Interrogacion dptica de la Polialilamina Osmio (PAH-Os)

El mediador usado para este trabajo fue el polimero redox descripto en la introduccién,

166,167 5o reportd la presencia de Raman Resonante del

PAH-Os. En estudios previos
complejo Os(ll) piridina-bipiridina cuando este es excitado en la banda de la transferencia
de carga de metal a ligando (514.5nm).

Los modos caracteristicos de la PAH-Os se pueden apreciar en la Figura 46, que muestra
un espectro Raman tipico del polimero PAH-Os autoensamblado con Polivinilsulfonato

(PVS):
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Figura 46. Espectro Raman para Au-MPS-(PAH-Os/PVS) tomados con 514nm de excitacién.

El pico a 670cm™ corresponde al modo de torsién de la piridina, las senales entre
1325cm™ y 1606cm™ se asignaron a vibraciones de estiramiento de la piridina, y el pico a
(383cm™) a un modo metal ligando Os-N.

Como se vid anteriormente, la transicion MLCT para el Os(ll) ocurre en el rango del
visible, mientras que para el estado oxidado Os(lll) se desplaza a energias mayores (A <
300nm). Por este motivo se observa un efecto Raman resonante con la excitacion
cercana a 500nm para el Os(ll), mientras que con esta linea de laser no se espera
dispersion resonante para la especie oxidada Os(lll). Esto se confirma, ya que al oxidar al
estado Os(lll), se desactiva el Raman resonante debido al desplazamiento hacia el

188 Tognalli N, Fainstein A, Bonazzola C, Calvo E. J Chem Phys. 2004 Jan 22;120(4):1905-11.

Tognalli N, Fainstein A, Calvo E, Bonazzola C, Pietrasanta L, Campoy-Quiles M, Etchegoin P. J Chem Phys. 2005 Jul
22;123(4):044707.
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ultravioleta de la banda de absorcion. En la Figura 47 se puede apreciar el espectro
Raman tomado a diferentes longitudes de excitacién para una bicapa de PAH-Os/PVS:
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Figura 47. Espectros Raman para distintas longitudes de onda de excitacion para Au-MPS-(PAH-Os/PVS) con
excitacion de laser variable desde 647 hasta 457nm.

Se nota la resonancia del Os(ll) con el laser verde, ya que el madximo de intensidad se
presenta cuando se excita con A=514nm.

CARACTERIZACION DE LAS PARTICULAS NUCLEO-CASCARA

Las particulas coloidales nucleo-cdscara, donde la cdscara es una multicapa ensamblada

mediante la técnica de capa-por-capa de polielectrolitos, fueron introducidas por Caruso

|,168/169,170,171 siguiendo el método de adsorcién secuencial desarrollado por Decher

172

y co

. Una de las aplicaciones mas interesantes es el uso de proteinas
173,174,175,176,177,178

para superficies planas

y enzimas sobre particulas coloidales metalicas y microcdpsulas huecas
. . ., , p 17

Estos sistemas pueden ser usados para la liberacion de moléculas en células'”® y en

. . . 1
aplicaciones de biosensado™®.
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Espectroscopia UV-Vis

El proceso de autoensamblado de la multicapa sobre las particulas de Oro fue controlado
por espectroscopia UV-Visible. Los espectros de las particulas de Oro se registraron
después de cada paso de deposicidon y lavado, colocando 500ul de la solucién en una
microcubeta de cuarzo de 1cm de paso y estos espectros se registraron en el intervalo de
200 a 800nm usando agua milliQ como linea de base. La Figura 48 muestra una serie
tipica de estos espectros con una banda plasmdnica del Oro centrada en 528nm para las
particulas tioladas de Oro y ligeramente corridas al rojo para el resto de la de las
particulas nucleo-cascara.

El coeficiente de extincién molar para 520nm es de €= 10° Mtem
dicho coeficiente, para la transferencia de carga de metal a ligando en el complejo de
Osmio es de 8 x 10° M'cm™ para 467nm. Para mayor claridad en la figura se muestra la
adsorcion secuencial para GOx y para PAH-Os en forma separada en la Figura 48 Ay B,

1 18L182 hientras que

respectivamente.
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Figura 48. Espectros de absorcion UV- Visible de suspension de AuNP (&: 10° Mm?'em™, C: 6.8 x 10™ M) luego de
sucesivos agregados de capas de PAH-Os (€467,m = 8.1 x 10°m™ cm'l) y soluciones de GOx, respectivamente: (A) capas
sucesivas de PAH-Os; (B) capas sucesivas GOx.

La concentracion de nanoparticulas de Oro fue calculada usando el espectro de absorcién
y un coeficiente de extincion para particulas de Oro esféricas en agua de €557,m = 1.0 X
10° Mtem™® .

Ademas, en base al coeficiente de extincién conocido a 296nm, donde la superposicion
con la banda plasmonica del Oro coloidal es menor, es posible estimar la concentracién

de Osmio en la solucion.

181 ink S, EI-Sayed MA. J. Phys. Chem. B 1999, 103, 8410-8426.
182 Mulvaney P. Langmuir 1996, 12, 788—-800.
8 |ink S, El-Sayed MA. J. Phys. Chem. B, 1999, 103, 8410-8426
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Como se ve en la Figura 48, el proceso de autoensamblado sobre las nanoparticulas no
produjo ensanchamiento del pico plasmonico ni grandes corrimientos (>20nm) hacia el
rojo. Los grandes corrimientos hacia el rojo indican agregado de particulas, y el
ensanchamiento del pico indica la envoltura de varias particulas por parte del polimero
generando una interaccion entre los campos electromagnéticos de las mismas (por su
cercania) desplazando la resonancia del conjunto a mayores A.

Para observar esto con mayor claridad, en la Figura 49 se muestra la regién de la banda
plasmonica para los distintos pasos de adsorcidn:
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Figura 49. Espectros de adsorcion en la regiéon de la banda plasmonica para los distintos pasos de

adsorcion.

Mientras que existe un pequeno y consistente cambio en la posicion del plasmén hacia
mayores longitudes de onda, no hay un desplazamiento neto hacia el rojo por lo que no
hay agregacion de particulas en solucién. Los cambios en la constante dieléctrica del
entorno local al modificar las particulas de Oro con polielectrolito y enzima explican el
pequeiio corrimiento hacia el rojo de alrededor de 5-10nm.

Notar que cerca de 500nm no se aprecian las caracteristicas de la PAH-Os, solo la banda
plasmdnica del Oro. Esto se debe a que en esta region el coeficiente de extincion molar
de las nanoparticulas es 6 érdenes de magnitud mayor que el de la PAH-Os. Una segunda
banda en el UV (a 296nm) caracteristica del complejo de osmio con €= 4 x 10* Mcm™ se
utilizé para estimar la cantidad de polimero adsorbido en cada paso, mientras que la
absorcién de la GOx fue seguida por su pico de absorcidn caracteristico en 276nm.
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Microscopia electrdnica de transmision (TEM)

Se caracterizaron las particulas nucleo-cascara mediante Microscopia electrénica de
Transmisién. Esta caracterizacién es fundamental para la observacidon de agregados,
tamafio y forma del ndcleo de las particulas, dispersion en tamanos de la muestra, y
estructura y dimension del recubrimiento.

Se sabe, desde los primeros trabajos de Caruso '8

gue mediante esta técnica es posible
observar el contraste entre la materia blanda de la cdscara y la materia dura del nucleo
(Oro). La Figura 50 muestra una imagen tipica de una muestra de nanoparticulas con 7
capas, es decir AUNP-MPS-(PAH-Os,;/GOx3) fabricada segun lo descripto en el Capitulo de

Materiales y Métodos:

Are

Figura 50. Micrografia TEM tipica de una particula nicleo-cascara AUNP-MPS-(PAH-0s,/GOXx;).

Esta imagen (tomada por el Dr. Horacio Troiani-Centro Atomico Bariloche, CNEA) de las
particulas nucleo-cdscara de la Figura 50 muestra la multicapa de Glucosa Oxidasa vy
polielectrolito redox rodeando al nucleo de Oro con un contraste diferente para el Oro
gue para la materia blanda. A partir del analisis de imagenes de muchas particulas fue
posible observar que las dimensiones del nicleo de Oro son de 20nm y que el
recubrimiento posee un espesor de aproximadamente 20nm en el estado seco. Ademas,
las imagenes de alta resolucién de transmision, HRTEM (no mostradas) confirmaron que
los nucleos de Oro son cristalinos.

El espesor de 20nm de la multicapa para tres capas de enzima y cuatro de polielectrolito
concuerda con estudios elipsométricos previos del mismo sistema sobre superficies de

184 Caruso F. Adv. Mater. 2001, 13,11

185 Gittins DI, Caruso F. AdV. Mater. 2000, 12, 1947
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Oro planas bajo condiciones similares'®®, mientras que el autoensamblado a partir de
soluciones de pH mads bajo para el caso de PAH-Os resulta en peliculas mas delgadas.

Microscopia de Fuerza Atomica (AFM) y Microbalanza de Cristal de Cuarzo (QCM)

Las nanoparticulas funcionales con carga positiva en la ultima capa (PAH-Os) fueron
depositadas sobre sustratos de Oro tiolados con MPS y el proceso de adsorcidn se siguid
por Microbalanza de cristal de cuarzo; esa misma superficie fue caracterizada por AFM.
Una de las ventajas de realizar dicha caracterizacion mediante AFM por sobre la
caracterizacion por TEM es que posibilita observar un campo mucho mayor de superficie.
Ademas, estas imagenes de AFM fueron tomadas bajo agua, de manera que esta técnica
provee una forma menos invasiva de caracterizar al sensor.

Para dicho experimento, se agregaron 40uL de una suspension de 3.2 x 10° M de
nanoparticulas nucleo-cdscara terminadas en PAH-Os a 1lcm de agua sobre el cristal
recubierto de Oro funcionalizado con MPS.

La Figura 51 A que se presenta a continuacidn muestra la microscopia AFM vy la Figura 51
B muestra el control (Au-MPS) para dicha imagen:
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186 Flexer V, Forzani ES, Calvo EJ, Luduefia SJ, Pietrasanta LI. Anal Chem. 2006 Jan 15;78(2):399-407.
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Figura 51. A: Imagen control de AFM de una superficie de Oro tiolada con MPS del mismo cristal de cuarzo de la
Figura 52 antes del tratamiento con NP. B: Imagen AFM de las particulas nucleo-cascara AuNP-MPS-PAH-Os
adsorbidas sobre la superficie de Oro tiolada con MPS del cristal de cuarzo de la Figura 52. C: Histograma de la altura
de las NP.

En la Figura 51 A se puede apreciar una distribucion al azar de nanoparticulas esféricas no
agregadas sobre la superficie de Oro tiolada. Sin embargo, mediante esta técnica no es
posible evidenciar la estructura del recubrimiento. Por otro lado, el histograma de alturas
y perfiles (ver Figura 51 C) arrojo un didmetro promedio de particula de 18.3 + 4,6nm de
diametro, dato que es comparable con el diametro promedio de 20nm provisto por la
técnica TEM.

En cuanto a la caracterizacion mediante QCM, la medida del pardmetro R del circuito
equivalente BVD, que mide las perdidas viscoelasticas de la onda cizalla en la interfaz,
indicé que el sistema se comporta como un sistema acusticamente fino y por lo tanto los
cambios en la componente real de la impedancia del cristal de cuarzo o cambios de
frecuencia pueden ser tomados como cambios de masa sobre el cristal. La Figura 52
muestra el aumento de masa durante la adsorcién de particulas:
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Figura 52. Gravimetria de microbalanza de cristal de cuarzo para la adsorcién de nanoparticulas nticleo-cascara
AuNP-MPS-PAH a partir de una dispersion 5 x 10 M sobre una superficie tiolada con MPS.

Se observa, a partir de la Figura 52 (la flecha roja indica el momento en que se agrega la
solucion de nanoparticulas), que se alcanza un maximo de 1.6 ug.cm'2 en la variacién de
masa, lo cual corresponde a un recubrimiento de 2x10*° nanoparticulas/cm? (conociendo
la densidad del Oro y el tamafio de particula).

Por otro lado, a partir de las imagenes de AFM, se realizd un andlisis estadistico a partir
del conteo de 2400 nanoparticulas presentes en un campo de 5x5um. Esto arrojé un
recubrimiento de 0.96 x 10° nanoparticulas/cmz, en buena concordancia con el mismo
parametro obtenido a partir de la caracterizacién con Microbalanza de cristal de Cuarzo.
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Voltametrias Ciclicas en ausencia y presencia de sustrato

Como se menciond en el comienzo de este capitulo, el objetivo de este trabajo es el de
desarrollar un biosensor dptico Raman. Sin embargo, una vez que se fabricaron las
particulas nucleo-cascara, se decidid también comprobar el funcionamiento de este
biosensor mediante las correspondientes mediciones electroquimicas. Estas ademas,
aportaron a la caracterizacién del sistema.

Luego de haber observado la efectividad del autoensamblado sobre la superficie coloidal,
se busco confirmacion acerca de si la enzima se encuentra cableada y activa luego del
proceso de autoensamblado. Para esto se traté a este sensor como un biosensor
amperométrico, adsorbiendo estas particulas a un electrodo y realizando Ilas
correspondientes voltametrias ciclicas en ausencia y presencia de sustrato.

La siguiente voltametria ciclica (Figura 53) muestra la voltametria en ausencia de sustrato
(glucosa) de estas particulas adsorbidas sobre un electrodo de Au-MPS:

0 100 200 300 400 500
E/mV

Figura 53. Voltametria ciclica de particulas nucleo-cascara AuNP-MPS-(PAH-Os;/GOx,) adsorbidas sobre un Oro
tiolado con MPS a una velocidad de 50mVs™ en una solucién libre de glucosa 0.1M buffer fosfato de pH 7 en 0.1M
NaCl. A partir de la integracion de la curva se obtiene un promedio de 0.9% 0.1 p.C.cm'z de complejo de Osmio.

Nétese en este caso que la adsorcidn se realizd con las mismas condiciones que las
empleadas para los experimentos de QCM (seccion anterior): se colocé 40uL de una
dispersién 3.2 x 10° M de nanoparticulas sobre la superficie del electrodo, la celda fue
sellada para prevenir evaporacion de agua y guardada en la heladera durante la noche. La
solucién de nanoparticulas se removié y el electrodo se lavé con abundante agua milliQ

En la Figura 53 se observa la oxidacion-reduccion del complejo de Osmio ubicado en las
cascaras de la particula con picos caracteristicos de una especie redox confinada a la
superficie de un electrodo. El potencial de media onda Ej/; = 0.30 Vy un ancho de media
altura (FWHH) de 200mV estdn en concordancia con estudios previos de este polimero
redox y confirman la presencia del complejo de osmio en la superficie de la nanoparticula.
Ademas, la integracidn del drea bajo los picos de oxidacion y reduccidn muestra una carga
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redox de 0.9 pC.cm™ lo cual corresponde a 10™** mol.cm™ para el centro redox de Osmio.
Esto es mucho menor que la cantidad de osmio que incorporan las 10" nanoparticulas
en 1cm? de superficie de electrodo. Esto se puede explicar considerando el coeficiente de
difusion del electrén de 10°cm?s™: los centros de Osmio lejos del electrodo son
inaccesibles en la escala de tiempo del experimento.

Este resultado confirma la presencia de la PAH-Os dentro de la multicapa de las
nanoparticulas nucleo-cdscara.

A continuacién, se muestra la respuesta de este mismo sistema en presencia del sustrato
enzimatico, Glucosa. La Figura 54 A muestra las curvas de corriente-potencial a bajas
velocidades de barrido en ausencia y presencia de glucosa 0.1M. Para este experimento,
se agregd a la misma celda, 400uL de una solucién de glucosa mutarotada 1M para dar
una concentracion final de 0.1M y se realizd una voltametria a baja velocidad de barrido
(1mV.s™):
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Figura 54. A: voltametria ciclica a 1mVs™® en ausencia de glucosa (curva negra) y luego de agregar glucosa hasta una
concentracion final de 0.1M (curva roja) en el mismo electrolito que en Figura 53. B: Corriente catalitica diferencial
en funcion del potencial para los datos del panel A luego de restar la corriente de base en ausencia de glucosa.

Se observa que al agregar glucosa al electrolito, se verifica la actividad de la enzima
cableada por el polielectrolito redox en el recubrimiento de las nanoparticulas ya que se
aprecia un aumento de la corriente en presencia de glucosa. Ademas, la substraccién de
la corriente obtenida en ausencia de glucosa da la curva de la Figura 54 B muestra una
onda redox enzimdtica catalitica sintonizada al potencial redox del complejo de Osmio.
Este complejo, como ya se menciond, actua como impulsor de electrones entre el
electrodo de Oro o las nanoparticulas de Oro y el grupo prostético FADH, en la enzima
inmovilizada dentro de la multicapa del recubrimiento.

Los experimentos se llevaron a cabo en soluciones de buffer fosfato 0.1M, pH =7 + 0.1M
NaCl, a temperatura ambiente.
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Hasta ahora se mostré que las nanoparticulas nucleo-cascara son cataliticamente activas
y que los componentes estan activos en la multicapa. Ademas, las nanoparticulas
adsorbidas sobre un electrodo son capaces de brindar una sefial amperométrica de un
biosensor enzimatico. De aqui en adelante se describe la capacidad del sistema para
actuar como un sensor de glucosa al ser interrogado con luz. Para este fin, se ha usado
espectroscopia Raman para detectar el estado redox del osmio en la multicapa, que a su
vez, informa la concentracién de glucosa en la solucidon que contiene a las nanoparticulas.

PRUEBA DE CONCEPTO DEL NANOBIOSENSOR OPTICO MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA UV-Vis

En la Figura 55 se ilustra la respuesta del sistema PAH-Os/GOx en ausencia de
nanoparticulas, analizado mediante espectroscopia UV-Visible:
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Figura 55. Espectros UV-Vis de los componentes del sensor en solucion, en ausencia de particulas de Oro
demostrando la recuperacion en la sefial de Os(ll) al incorporar glucosa al sistema.

En este experimento se partid de una solucién acuosa de Glucosa Oxidasa y PAH-Os, que,
tal como se menciond anteriormente, se encuentra en estado PAH-Os(ll) (Curva negra).
Luego, este polimero se oxidd a PAH-Os(lll) (en la siguiente seccién se explica cémo se
llevé a cabo esto) y se obtuvo la curva verde. En tercer lugar, mediante la adicion de
Glucosa en solucion se observé la recuperacién de la transicion MLCT para el complejo de
Os (curva azul). Es esta diferencia de absorbancia entre el Os(ll) y el Os(lll) que servird
para diferenciar estos dos estados mediante la técnica de dispersién de Raman
Resonante.
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Por otro lado, este resultado confirmd los descubrimientos previos del grupo de Calvo y

187 acerca del cableado de las Glucosas Oxidasas: existe solo una fraccion de las

col.
enzimas que se encuentran cableadas por el polimero, en este caso el porcentaje de
cableado es del 20/ . Este hecho se debe a la menor movilidad del complejo restringido al
polimero respecto del complejo libre en solucién para acercarse a una distancia de
tuneleo al FAD. En el caso del complejo de Osmio soluble se logra una recuperaciéon de
esta misma sefial del 100/ (datos no mostrados). Se ha comprobado188 que si se emplea
un polimero donde el “brazo” que une el complejo con la cadena carbonada es mas largo
(13 carbonos) se logra una mejora de un orden de magnitud en el coeficiente de difusion
aparente del electron. Mientras que para films delgados solo una fraccion de las
moléculas de GOx estan eléctricamente cableadas por el polimero redox 1819019119219 5
pesar de que toda la enzima puede ser oxidada por mediador soluble), recientemente se
demostré™® que esta eficiencia aumenta con el nUmero de capas y que para peliculas

mas gruesas que 300 nm la multicapa alcanza el comportamiento de hidrogeles redox.

OXIDACION DE LAS PARTICULAS NUCLEO-CASCARA

Para realizar el experimento de Raman, en primer lugar se oxidaron las particulas, ya que,
como se menciond previamente, luego de su fabricacidn, el Osmio de la multicapa se
encuentra en estado Os(ll) resonante y por lo tanto no existiria recuperacion de la sefial al
incorporar glucosa al sistema. En el estado Os(lll) se tiene una senal minima que
constituye la linea de base debido al estado no resonante de la especie Os(lll). Luego de la
saturacion con Glucosa, se espera la recuperacion de la intensidad Raman, reflejo de la
recuperacién del estado resonante de Os(ll) a través de la Glucosa Oxidasa.

El complejo de Osmio anclado a la PAH-Os, en el estado Os(ll), no puede ser oxidado
directamente por el oxigeno molecular o perdxido de hidrégeno, aun en presencia de
nanoparticulas de Oro. Esto se demostré mediante el siguiente espectro UV-Vis:

187
188
189
190
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Hodak J, Etchenique R, Calvo EJ, Singhal, Bartlett PN. Langmuir, 1997, 13, 2708-2716.

Calvo EJ, Danilowicz C, Wolosiuk A. J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 2452-2453.

Calvo EJ, Danilowicz C, Wolosiuk A. Phys. Chem. Chem. Phys., 2005, 7, 1800—-1806.

Calvo EJ, Etchenique R, Pietrasanta L, Wolosiuk A, Danilowicz C. Anal. Chem., 2001, 73, 1161-1168.
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Figura 56. Espectros UV-Visible mostrando que el peréxido de hidrégeno no es capaz de oxidar el Os(ll) aun en
presencia de AuNP.

Se observa en la Figura 56 que el pico a 296nm, correspondiente a la absorcién del
complejo de Osmio, no disminuye al incubar PAH-Os con 100uM de H,0, aun en
presencia de las nanoparticulas de Oro disueltas en agua.

Se recurrid6 entonces a oxidar las particulas con Peroxidasa de Soja y perdxido de
hidrégeno, de acuerdo a las siguientes reacciones:

2H,0, +2H" +SBR,, —> 2H,0+SBP,,
SBR, +20s(ll)— SBR,, + 20s(llI)

Se analizé esta reacciéon mediante espectroscopia UV-Vis como se muestra en la Figura
57:
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Figura 57. Oxidacion de Os(ll) en presencia de trazas de SBP y 100uM de peréxido de hidrégeno.

Cabe mencionar que, en este caso no hubo oxidacidn en ausencia de SBP. Corroborado
esto, se realizd el mismo experimento de la Figura 56, pero esta vez en presencia de
trazas de SBP. Se puede observar (curva Magenta) la desaparicién del pico a 296nm:
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Figura 58. Espectroscopia UV-Visible mostrando la oxidacion de Os(ll) en presencia de 100pM H,0, y trazas de
Peroxidasa de Soja.

Habiendo demostrado la oxidacién de las particulas cascara-nucleo, al agregar glucosa a
estas particulas oxidadas, se espera una recuperacion de la sefial de Os(ll) reflejada en la
intensidad Raman de acuerdo a:
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Glucosa+ GOx,, — Glucosa, + GOXx,4
GOXq +20s(l1l) > GOx,, + 20s(l))

La descripcion experimental de la oxidacion de las nanoparticulas nucleo-cascara se
encuentra en el Capitulo 2.

NANOBIOSENSOR RAMAN

Se presenta primero la respuesta del sistema sobre un sustrato de oro atémicamente
plano (Robax®). La Figura 59 muestra la respuesta del sistema frente a la saturacion del
sistema con el sustrato enzimatico:
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Figura 59. Espectros de Raman resonante de nanoparticulas nucleo-cascara AuNP-MPS-(PAH-Os,/GOXx;) depositadas
sobre un sustrato de Oro atémicamente plano. Curva roja: nanoparticulas oxidadas tal como se muestra en la seccion
experimental. Curva verde: luego de la adicion de solucién de glucosa (200mM). La excitacion fue 514.5nm, 10mW y
10s de tiempo de adquisicion. Como referencia se muestra en la curva negra el espectro Raman de las particulas
antes de ser oxidadas.

La Figura 59 muestra espectros Raman (medidos en colaboracién con el Dr. Nicolas
Tognalli en el laboratorio de propiedades épticas, CAB-CNEA) colectados con excitacién a
514.5nm a partir de gotas de 1L de la solucidon de nanoparticulas nicleo-cascara sobre el
sustrato mencionado.

Se puede observar que en el estado oxidado, Os(lll), curva roja, el espectro Raman
desaparece casi por completo. Luego, se agregaron 5uL de solucién 1M de glucosa a 25uL
de la solucidn de las particulas oxidadas, con un ciclo de lavado de 35min a 4500G para
remover el exceso de glucosa. En este caso se recupera el 20/ del espectro original de
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nanoparticulas Os(ll). Es esta recuperacién de la intensidad del Raman Resonante del
Os(Il) lo que demuestra la posibilidad de desarrollar un nanobiosensor foténico usando
las nanoparticulas nucleo-cascara.

Se debe notar que en esta serie de experimentos donde se coloca una gota de 1uL de
solucién de nanoparticulas sobre una superficie de Au plano bajo la region del laser, no se
espera realce por parte de la superficie de Oro.

Raman resonante realzado por sustrato

Se realizé el mismo experimento que en la seccién anterior, colocando las particulas
nucleo-cascara sobre nanocavidades de Plata de 700nm con el objetivo de obtener un
realce en la sefial Raman resonante. A continuacidn se presenta dicho experimento,
donde la intensidad de las sefales ha sido dividida por un factor de 500, a fin de
mantener la misma escala del grafico anterior:

4x10°
S5 3x10°}
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£ a0 1) NP nucleo-cascara oxidadas
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Figura 60. Espectros de Raman resonante de nanoparticulas ntcleo-cascara Au-(PAH-Os,/GOx;) depositadas sobre
cavidades de Ag de 700nm. Curva roja: nanoparticulas oxidadas tal como se muestra en la secciéon experimental.
Curva verde: luego de la adicion de solucion de glucosa (200mM). La excitacion fue 514.5nm, 10mW y 10s de tiempo
de adquisicion. Como referencia se muestra en la curva negra el espectro Raman de las particulas antes de ser
oxidadas.

Los espectros de la Figura 60 muestran espectros Raman (medidos en colaboracién con el
Dr. Nicolas Tognalli en el laboratorio de propiedades dpticas, CAB-CNEA) colectados con
la misma secuencia de muestras presentadas en la Figura 59. En este caso, las senales
estdn realzadas simultdneamente por una resonancia electrénica y una resonancia
plasmonica. Mientras que las caracteristicas de los espectros de Raman Resonante ya son
aparentes cuando las particulas son depositadas sobre una superficie que no provee SERS
(Figura 59), en este caso, usando superficies nanoestructuradas de Ag que brindan SERS,
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se obtiene un realce de 500 veces de la sefal, con la consecuente mejora en la relacién
sefial a ruido.

Sin embargo, la respuesta global del sensor -disminucién en la sefial al oxidar las
particulas y la recuperacién luego de anadir glucosa- permanece inalterada, confirmando
su potencialidad para aplicaciones analiticas.

Realce debido a la nanoparticula de Oro

Los dos componentes (PAH-Os y GOx) estan ensamblados sobre nanoparticulas de Oro,
gue poseen una respuesta plasmonica bien definida como muestra la Figura 49. Por este
motivo, es de esperar que este sustrato también provea SERS. Con el objetivo de poner
en evidencia la presencia de esta amplificacion SERS, se comparé la respuesta de un
complejo del PAH-Os en una multicapa (PAH-0Os),/PVS)s autoensamblada sobre un
sustrato de vidrio (sin efecto SERS) con la del nanosensor nucleo-cascara. Estos resultados
se presentan en la Figura 61:
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Figura 61. A: Intensidad Raman del pico a 1550cm™ para el modo de la bipiridina del complejo de osmio en PAH-Os
en funcién de la energia de excitacion del laser, para el complejo ensamblado en una multicapa de (PAH-Os/PVS),
autoensamblado sobre un sustrato de vidrio (es decir, sin efecto SERS), y en el nanosensor nticleo-cascara. B: detalle
del espectro de absorcion del complejo de PAH-Os en la regién de la transicion de transferencia MLCT y de las AuNP
usadas. Notar la correspondencia del maximo de absorcién del complejo de Osmio y de las NP con los maximos para
el complejo puro y el sensor nucleo-cascara, respectivamente, demostrando asi el rol del realce SERS en el tltimo.

La Figura 61 muestra (datos medidos por el Dr. Nicolas Tognalli, CAB-CNEA) la intensidad
Raman del pico a 1550cm™ para el complejo de osmio en la PAH-Os en funcién de la
energia de excitacidon del laser. Para la resonancia electrénica pura de PAH-Os se
identifican dos maximos relacionados a la resonancia electrénica entrante y saliente a 515
y 482nm respectivamente. El primer pico, en 515nm es debido al acoplamiento de

energia entre el fotdn incidente y la transicion MLCT. El segundo pico, que depende del
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modo vibracional analizado, surge de un acoplamiento del fotdn dispersado con la
transicion MLCT. Asi, la sefial Raman tiene maximos en energias cercanas al pico de
absorcion de PAH-Os y decae para excitaciones a longitudes de onda mayores a 550nm
dado que la ancha absorcidon del MLCT empieza a desvanecerse. La dispersion Raman del
complejo de Osmio en la multicapa adsorbida en las particulas nicleo-cdscara muestra un
perfil bastante diferente en funcidn de la energia de excitacién del laser, en la Figura 61 A.
El maximo de resonancia se corre a energias mds bajas (530nm) y se observa una
caracteristica mucho mas ancha en la respuesta. De hecho, cuando se compara con la
absorcién de las nanoparticulas reproducida en Figura 61 B es evidente que la
absorbancia maxima debido al plasmdn de Oro en 530nm resulta en un maximo en el pico
de dispersion Raman asociado al efecto SERS.

Es notorio como, a diferencia de la dispersién resonante electrénica del PAH-Os solo,
sobre las nanoparticulas nucleo-cdscara, la intensidad de la dispersién Raman de la
Bipiridina se extiende al rango de 550-660nm siguiendo el perfil de absorcién del plasmdn
de Oro.

Dependencia de la concentracion de glucosa

Como el objetivo es desarrollar un biosensor dptico, resulta imprescindible estudiar la
curva de calibracion de estas particulas nucleo-cdscara, es decir, la respuesta de dicho
sensor en funcién de la concentracién del sustrato. Esto provee informacion sobre la
sensibilidad del sensor, su rango de operacién y el rango en el que su respuesta es
aproximadamente lineal. Para tal fin, se midié la intensidad Raman resonante en funcidn
de la concentracién de glucosa en una gota de 1uL sobre nanocavidades de Ag. En la
Figura 62 se presenta el resultado:
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Figura 62. Intensidad de Raman resonante en funcién de la concentracion de glucosa en una solucién acuosa de 1pL
de 60pM de particulas nucleo-cidscara AuNP-MPS-(PAH-Os,/GOXx;) sobre cavidades de 700nm de Ag. Excitacion:
514.5nm, 4.5mW, dos colecciones de 10s para el modo vibracional de 1480cm™.
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La figura muestra la intensidad de Raman resonante del modo a 1480cm™ en funcién de
la concentracién de glucosa. Cada punto de esta figura fue medido con una solucidn
fresca de nanoparticulas y glucosa, manteniendo la concentracién de NPs constante
(60.5pM) mientras se varid la concentracion de glucosa. Ademas, se sustrajo la sefial de
fondo, es decir la sefial de las nanoparticulas oxidadas en solucién y en ausencia de
glucosa. Esta curva de calibracion fue medida en colaboracion con el Dr. Nicolas Tognalli y
el Dr. Rafael Szamocki (Universidad de Saarland, Saarbrucken, Alemania) en el laboratorio
de propiedades dpticas, CAB-CNEA.

Se ve, a partir de esta figura como la intensidad Raman aumenta con la cantidad de
glucosa, alcanzando saturacién a 7-8mM de glucosa y se observa ademas un buen ajuste
de los datos experimentales a la ecuacion del tipo Michaelis-Menten:

I

IZ max

K

14 __app

[glucosd

(linea solida en la Figura 62), donde | e |y son las intensidades Raman y el valor de
saturacion respectivamente y K,pp 2.3mM es una constante de Michaelis-Menten
aparente para la Glucosa Oxidasa.

Los resultados mostrados indican que la intensidad Raman resonante aumenta con la
concentracién de glucosa siguiendo la tasa de oxidacién enzimatica de glucosa y por lo
tanto la formacion de Os(ll).

Un mecanismo alternativo

Los resultados mostrados en la Figura 62 indican que la intensidad de Raman resonante
crece con la concentracién de glucosa siguiendo la velocidad de oxidacién enzimatica de
la misma y consecuentemente con la velocidad de formacion de Os(ll).

Analizando la cdscara de las nanoparticulas se puede estimar la concentracion
volumétrica de Osmio (0.95mM Os). Esta resulta ser menor que la concentracion de
glucosa en todas las soluciones medidas de la Figura 62. Por lo tanto, ya que la glucosa se
encuentra en exceso deberia reducir a todos los Os(lll) en las nanoparticulas presentes en
la muestra. Esto corresponderia a una titulacion de Os(lll) por parte de glucosa y en una
sefial Raman constante para todas las concentracidnes de glucosa. Esto no es lo que se
observa y por lo tanto se descarta un mecanismo de titulacién.

Se especula entonces que debe existir una especie que reoxida el Os(ll) a Os(lll).

Se sugiere que el oxigeno disuelto en la microgota de las muestras oxida el FADH, (La
constante bimolecular para la reoxidacién del FADH, en la glucosa oxidasa por parte del

19%) produciendose peréxido de

oxigeno molecular es de 1.8 x 10° Ms? a 25 °C
hidrégeno. Como ya se mostrd anteriormente, este perdxido es capaz de oxidar al Os(ll)

en presencia de Peroxidasa de Soja. En la siguiente seccién se mostrara como

1% Gibson QH, Swoboda BE P, Massey V. J. Biol. Chem. Lett. 1964, 239, 3927-3934.
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efectivamente se comprobd que la Peroxidasa de Soja usada para la oxidacion de las
nanoparticulas permanece adsorbida en la ultima capa de las particulas nucleo-cascara.
Bajo estas condiciones entonces, la relacién Os(ll)/Os(lll), que es proporcional a la
intensidad Raman medida, seria:

[Os(11)] o velocidadde: glucosa+ GOx,, — GOXx,, + gluconico
[Os(11)] velocidadde: O, + FADH, — FAD+H,0,

Como la concentracion de oxigeno y por lo tanto la velocidad de su reduccion es
aproximadamente constante, el denominador de esta Ultima ecuacién resulta ser
independiente de la concentracidon de glucosa. Por lo tanto resulta:

velocidadde: glucosa+ GOx,, — GOXx_, + gluconico
constante

IntensidadRamana

Es decir que la intensidad Raman es, segun la ecuacién, proporcional a la velocidad de
Michaelis Menten de la oxidacién enzimdtica de glucosa.

Medidas de potencial Zeta

Las medidas de potencial Zeta se llevaron a cabo mediante un Zeta Plus Zeta Potential
Analyzer de la Corporaciéon BrookHaven Instruments. Se midié el potencial Zeta de
diferentes muestras para confirmar la adsorcidon de Peroxidasa negativa a la Ultima capa
de las nanoparticulas nlcleo-cdscara, terminadas en PAH-Os positiva.

Los resultados fueron los siguientes:

1) AUNP-MPS: -34.7 mV

2) AuNP-MPS-PAH-0s-PSS-PAH-Os: 40,5 mV

3) idem a 2, pero con 20min de incubacién con SBP y 3 ciclos de lavado: 32,0 mV

El punto isoeléctrico de la SBP es, pl=4.1. El potencial Zeta, luego de adsorber SBP sobre

particulas terminadas en PAH-Os positiva, disminuye, lo cual es indicativo de la adsorcidn
de SBP en la ultima capa.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se disefid un nanobiosensor basado en nanoparticulas cuya cdscara contiene enzima
cableada, que responden a concentracién milimolar de glucosa en solucién. El
nanobiosensor puede ser interrogado como un biosensor foténico sin contactos, a través
de la recuperacion de la sefal de Os(ll) resonante a partir de una muestra de 1uL
conteniendo las nanoparticulas sobre Oro atémicamente plano, o sobre arreglos de
cavidades nanoestructuradas de Ag para lograr un posterior realce de la sefial. La
respuesta a la concentraciéon de glucosa estd basada en el diferente comportamiento
Raman resonante de Os(ll) y Os(lll) dentro del polimero que actia como cable molecular.
Se debe enfatizar que todos los componentes para el reconocimiento molecular selectivo
del sustrato de la enzima, y la generacion de una seifal eléctrica y Odptica; el cable
molecular de Osmio vy la Glucosa Oxidasa estan autocontenidos en cada biosensor
constituido por una nanoparticula. Cabe destacar ademas que este trabajo constituye el
primer autoensamblado de una enzima cableada sobre una nanoparticula.

Se encontrd ademas, que las nanoparticulas de Oro amplifican la sefial Raman, por lo que
no son meramente un soporte para los componentes blandos sino que aportan a la
sensibilidad del sistema.

Este sistema de enzima cableada, integrado a una particula de Oro conforma una
plataforma que en principio puede ser adaptada para sensar otro analito, diferente de la
glucosa sensada en este trabajo, cambiando la enzima Glucosa Oxidasa por otra enzima
redox sensible a otro sustrato.

Por ultimo, en este trabajo se comprobd el control y versatilidad de la técnica de
autoensamblado capa por capa, ya que fue esta técnica la que permitiéd desarollar un
biosensor en escala nano sobre nanoparticulas manteniendo el cableado de la enzima vy
también la actividad enzimatica.
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4. Biocatodo para
celdas de combustible
empleando Lacasa



4A.Biocatodo para celdas de combustible
empleando Lacasa mediada

En este capitulo se fabricaron y caracterizaron exhaustivamente biocatodos de celda de
biocombustible basados en la enzima Lacasa. Como se vid en la introduccion existen dos
enfoques para realizar un biocatodo para celdas de combustible empleando enzimas, el
enfoque que utiliza enzima mediada y el enfoque que emplea transferencia electrénica
directa entre la enzima y un electrodo. En esta tesis se estudiaron ambos enfoques. En la
parte A de este capitulo se presentan los resultados de un biocatodo usando Lacasa
mediada con el polimero redox de Osmio (PAH-Os) sobre electrodos de Oro. En la Parte B
de este capitulo se presentan los resultados del biocatodo con Lacasa no mediada,
mediante la transferencia electrénica directa de la Lacasa sobre superficies de carbono
grafitico.

Ademas, en el comienzo de este capitulo se encuentra la introduccién a celdas de
combustible y reduccién de oxigeno.

INTRODUCCION A CELDAS DE COMBUSTIBLE

Celdas de combustible

Por celda de combustible se entiende un dispositivo electroquimico capaz de generar
electricidad a través de la oxidacidn de un combustible y la reducciéon de un oxidante
(generalmente oxigeno) espacialmente separados. La Figura 63 muestra los componentes
basicos de una celda de combustible, en este caso de hidrégeno:

Oxigeno
(02): Entrada

Hidrogeno
(H2): Entrada
——

Agua
(H20): Salida

Celda de combustible

Figura 63. Esquema de una celda de combustible de hidrégeno.
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Los combustibles tipicos para este tipo de celdas incluyen hidrogeno, metanol, etanal,
acido férmico, etc. La reaccién que ocurre en el anodo es:

2H,(g,1atm)— 4H" (aq)+ 4 E=0,0vV

Mientras que en el otro electrodo, el catodo, se produce la reduccidon para mantener la
electroneutralidad de la celda. Independientemente del combustible, la especie a ser
reducida siempre es el oxigeno molecular. La reaccién de reduccion de oxigeno (RRO) es:

O, (g,1atm)+4€ +4H" (aq)— 2H,0 P =123V

Por lo tanto la reaccidn combinada es:
H2+%Oz—>H20 AE=1,23V

La eficiencia eléctrica de una celda de combustible se define como:
N, +1
—1-da"lc
d AE°
donde:
Na.=sobrepotencial del anodo
nc=sobrepotencial del catodo

Se recuerda que se define el sobrepotencial a la diferencia entre el potencial
termodinamico y el observado experimentalmente. Para el caso de la celda de H,/0;
N.=50mV mientras que n.=500 a 600mV. A partir de esto, y usando AE®= 1.23V se obtiene
una eficiencia de € =45-55/ .

La reaccién de reduccion de oxigeno sobre Platino en medio acido usualmente procede
por una via de cuatro electrones. Sin embargo, del 2 al 0.01/ del oxigeno es reducido a
perodxido de hidrégeno. El origen del perdxido es controversial, con explicaciones que van
desde Pt contaminado hasta un tiempo de retencién reducido para intermediarios de
perdxido de hidrégeno. La generacidon de perdxido de hidrégeno en estos catalizadores
tiene un numero de consecuencias negativas. Esta asociada por ejemplo a la inestabilidad
del catalizador. A tiempos largos (~¥5000 horas de operacién) los catalizadores basados
en particulas de Platino exhiben aglomeracién en sus particulas y disolucion en la
membrana, lo cual lleva a una depolarizacién de la celda y a eficiencias todavia menores.
Aun peor, el perdéxido de hidrégeno descompone la cominmente usada membrana de
Nafion. Otro tema respecto a los catalizadores de la RRO basados en Platino, tiene que
ver con la difusién del combustible a través de la membrana, ya sea durante o después de
la operacion de la celda y este fendmeno puede conducir al envenenamiento del
electrodo, particularmente cuando el combustible contiene carbén. La ventaja de usar
catalizadores de Platino radica en la alta potencia que entregan estas celdas, de hasta
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1000mA.cm™ a 400mV de operacion de la celda™". Su gran desventaja es el alto costo del

1% Brault P, Charles R, Boswell W, Escribano R, Durandk J, Sauvage. J. Phys. D: Appl. Phys. 2004. 37 3419.
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material. Se calcula que actualmente la cantidad de catalizador Platino requerido por
kilowatt para energizar un motor basado en celda de combustible es de 0.5 a 0.8g. o
0.018 a 0.028 onzas'®’. A un costo de alrededor de USD1500 por onza, solo el catalizador
de Platino en esta celda de combustible costaria entre USD2300 y USD3700 para operar
un vehiculo pequefio de 100kW (dos o cuatro puertas). Un costo significativo dado que el
motor de combustién interna de 100kW cuesta alrededor de USD3000.

Mecanismos de la Reaccidon de Reduccion de Oxigeno

Los mecanismos asociados con la RRO han sido tema de investigacidon durante varias
décadas, particularmente debido a que se relacionan con el Platino. Los trabajos
tempranos de Yeager y col. basdndose en experimentos de electrodos de disco rotatorio y
en la variacién de la corriente en funcion del sobrepotencial 7 (graficos de Tafel)
condujeron a un modelo de reduccidn secuencial a través de varios intermediarios unidos

198,199,200

a la superficie como muestra la Figura 64:

k, (+de-) |
0.(b) dif 0,* Lk ) H,0,(a) ks (+2e°) H;O
&II ka(-2e7) x |
e ks | | ks
H,0.*

Figura 64. Mecanismo para la RRO en solucién acida mostrando el camino directo y el camino en serie. O,(b) es
. .z . . . o 201
oxigeno en solucién y O,* es oxigeno asociado a la superficie del electrodo™ .

Se perciben dos procesos diferentes operativos en la figura. El primero, el mecanismo
“directo” (ki) comprende la transferencia concertada de cuatro electrones, reduciendo
oxigeno a agua. El segundo, el mecanismo “en serie” consta de una serie de
transferencias de uno o dos electrones dando posiblemente un intermediario superoxo
(no mostrado) y especies peroxo en la superficie. La RRO sobre platino procede via un
proceso de cuatro electrones casi todo el tiempo, con una pequefia cantidad (~ 1/ ) de
peroxido de hidrégeno formado a bajos (100-400mV) sobrepotenciales. En otras
superficies, como el Oro, la RRO procede por un camino de reduccién de dos electrones a
perdxido de hidrogeno a sobrepotenciales relativamente bajos. Sin embargo, en medio
basico, algunas caras de Oro Au(100) con bajo indice de Miller exhiben reduccién de

197 University of Houston (2007, October 31). Fuel Cells Gearing Up To Power Auto Industry. ScienceDaily. Retrieved

January 18, 2011, from ScienceDaily

1% Tarasevich MR, Sadkowski A, Yeager E. In ComprehensiveTreatise of Electrochemistry; Conway BE, Bockris JO,
,Yeager E, Kahn SUM, White RE,.Eds.; Plenum: New York, 1983; Vol. 7, pp 301-398.

199 \Wroblowa HS, Pan YC, Razumney G.J. Electroanal. Chem. 1976, 69, 195-201.

Yeager E. Electrochim. Acta 1984, 29, 1527-1537.

2% \Wroblowa HS, Pan,YC, Razumney G. J. Electroanal. Chem. 1976, 69, 195-201.
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cuatro electrones, mientras que otras no. Los graficos de Tafel (log i vs. 1) asociados a la
RRO exhiben dos pendientes, una, a altas corrientes y sobrepotenciales de
120mV/década y otra, a corrientes y sobrepotenciales mas bajos de 60mV/década. La
presencia de dos pendientes implica la existencia de dos mecanismos para los diferentes
sobrepotenciales de la RRO. La pendiente de 120mV/década de Tafel se interpreta
sugiriendo que la transferencia del primer electrén es el paso controlante. Por otro lado,
la reactividad en la regidon de bajo sobrepotencial puede ser controlada por aniones

202203 £ ambos

adsorbidos (o mas especificamente, la desorcidon de aniones adsorbidos)
regimenes de potencial, la RRO es de primer orden en O,.

Se cree que las diferentes pendientes de Tafel estdn asociadas con diferentes
cubrimientos de OH’, que son dependientes del potencial. Una region de alto cubrimiento
a bajos sobrepotenciales da una pendiente de Tafel baja, y un cubrimiento bajo de OH™ a

204205 Aun hoy, no existe consenso

bajos potenciales da una pendiente de Tafel mas alta
acerca de cuales son los primeros pasos de la RRO sobre Platino o sobre cualquier otra
superficie. En particular, sobre Platino, ambos mecanismos, el asociativo y el disociativo
han sido propuestos. En el primero, el oxigeno molecular se une a una superficie metalica
y se transforma en un superoxido unido a la superficie luego de la primer transferencia
electréonica con una posible transferencia de protdn acoplada. En cambio, en la
disociativa, el oxigeno molecular se disocia cuando se coordina con el Platino.

La observaciéon de un peréxido o superoxido unido podria confirmar el mecanismo
asociativo, pero la observacién definitiva de esta especie no ha sido obtenida. Sobre otras
superficies, existe también ambigliedad respecto al mecanismo de la RRO. Sobre aquellas
superficies formadas por la deposicion UPD (underpotential deposition) de Bismuto sobre
Au(111), estudios espectroscépicos revelan la presencia de hidréxido unido a la superficie
durante el curso de la reducciéon de dos electrones de perdxido y un superoxido unido al
electrodo formado durante la reduccién oxigeno por transferencia de cuatro electrones.
También se ha observado hidréxido unido a la superficie como consecuencia de la
reduccion de perdxido sobre muchos otros sustratos, tales como aquellos formados por la
deposiciéon de Plomo sobre Au(111)2°6, Cobre2°7, Orozos, y Platino®®. Estos estudios
experimentales, junto con los cdlculos correspondientes, sugieren que la ruptura del
enlace O-O sobre estas superficies ocurre durante la oxidacién de perdxido. Un
mecanismo alternativo para la RRO plantea que la ruptura del enlace O-0 ocurre al nivel
de la asociacion del O, a la superficie metdlica, tal como se encuentra que sucede en
condiciones de ultra alto vacio sobre Platino.

202
203

Wang JX, Markovic NM, Adzic RR. J. Phys. Chem. B 2004, 108, 4127-4133.
Stamenkovic V, Markovic NM, Ross PN. J. Electroanal. Chem. 2001, 500, 44-51.
Tian F, Jinnouchi R, Anderson AB. J. Phys. Chem. C 2009, 113, 17484-17492.
Rai V, Aryanpour M, Pitsch H.J. Phys. Chem. C 2008, 112, 9760-9768.

Li X, Gewirth AA. J. Raman Spectrosc. 2005, 36, 715-724.

Stewart KL, Gewirth AA. Langmuir 2007, 23, 9911-9918

Kim JW, Gewirth AA. J. Phys. Chem. B 2006, 110, 2565-2571.

Li X, Heryadi D, Gewirth AA. Langmuir 2005, 21, 9251-9259.

106

204
205
206
207
208
209



Un enfoque exitoso para dilucidar la cinética de la RRO sobre superficies metalicas ha sido
a través del uso del modelo de la banda d popularizado por Norskov y colaboradores?®°.
Este método plantea el acoplamiento de estados de adsorbato con estados d del metal
sobre el electrodo. Los “graficos de volcan” relacionan la fuerza de unién entre el O, O,, y
OH sobre diferentes metales con la reactividad. Estos graficos son una manifestacién del
principio de Sabatier, conocido en la literatura de catalisis heterogénea. La Figura 65
muestra uno de esos graficos**":

0.0

Activity

AEg (eV)
Figura 65. Actividad de reduccién de oxigeno para distintos metales en funcién de la energia de unién del oxn’geno21 .

2

Esta figura muestra que entre los metales puros, el Platino tiene la reactividad mas alta.
La fuerza de unién entre O y OH y la superficie de metal también puede ser modificada
por intermedio de aleaciones. Markovic y col.’*® usaron esta idea para mostrar que hay
una excelente correlacién entre la fuerza de acoplamiento determinada usando el
modelo de bandas d y las velocidades de RRO experimentales. Este resultado ha sido
confirmado por otros gruposm. En particular, las velocidades de reactividad pueden ser
controladas regulando la posicion de esta banda d mediante la construccién apropiada de
nanoparticulas®™®. Un triunfo de este enfoque es el reporte reciente de Markovic y col.
mostrando altas velocidades (bajos sobrepotenciales) sobre Pt/Ni donde la reactividad de
1. Esta

reactividad, encontrada en monocristales bien definidos, aun no ha podido ser repetida

la primera capa, Platino, es alterada por una segunda capa enriquecida en Nique

210 Nilsson A, Pettersson LG, Hammer B, Bligaard T, Christensen CH, Ngrskov JK. Catalysis Letters.Volume 100, Issue 3-4,

2005, Pages 111-114.

21 Norskov JK, Rossmeisl J, Logadottir A, Lindqvist L, Kitchin JR, Bligaard T, Jonsson H. J. Phys. Chem. B 2004, 108,
17886-17892.

212 Norskov JK, Rossmeisl J, Logadottir A, Lindqvist L, Kitchin JR, Bligaard T, Jonsson H. J. Phys. Chem. B 2004, 108,
17886-17892.

23 Stamenkovic V, Mun BS, Mayrhofer KJJ, Ross PN, Markovic NM, Rossmeis| J, Greeley J, Norskov JK. Angew. Chem.,
Int. Ed. 2006, 45, 2897-2901.

24 lima FH, Zhang J, Shao MH, Sasaki K, Vukmirovic MB, Ticianelli EA, Adzic RR. J. Phys. Chem. C 2007, 111, 404-410.

15 stamenkovic V, Mun BS, Mayrhofer KJJ, Ross PN, Markovic NM, Rossmeisl J, Greeley J, Norskov JK. Angew. Chem.,
Int. Ed. 2006, 45, 2897-2901

218 stamenkovic VR, Fowler B, Mun BS, Wang GF, Ross PN, Lucas C A, Markovic NM. Science 2007, 315, 493-497.
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con las pequeiias particulas que serian requeridas para aplicaciones en celda de
combustible.

Electrodos modificados con enzimas

Las actividades mas altas de catalizadores de la RRO se encuentran en sistemas usando
Lacasa. Esta enzima como ya se menciond anteriormente cataliza la oxidacién de lignina
empleando oxigeno como oxidante. La molécula de oxigeno es activada en un sitio tri-
cuprico y el sustrato es oxidado remotamente en un sitio de cobre separado, tal como
muestra la siguiente figura:

' Oxidante Producto
(02)
Sitio activo S :

Cluster de Cu
T2/13

Electrodo

Figura 66. Representacion de lazo de la estructura cristalina de Lacasa de Trametes Versicolor (codigo PDB: 1KYA,
estructura resuelta por Bettelheim y col.”” mostrando la superestructura en azul y los atomos de cobre como esferas
amarillas®®®,

El comienzo de la RRO para electrodos modificados con Lacasa puede casi alcanzar el
potencial reversible termodinamico de 1.2V versus RHE de la hemicelda de 0,/H,0.

Se han utilizado dos estrategias generales para unir la enzima a la superficie de electrodo
y establecer comunicacién eléctrica entre ambas partes. La primera, utiliza un mediador
de la transferencia electrdnica, tipicamente un complejo de Osmio, para impulsar los
219,220,221,222,223,224,225,226. Este

método permite el empleo de capas gruesas fabricadas ya sea mediante el uso de

electrones entre la enzima y la superficie del electrodo

27 Elbaz L, Korin E, Soifer L, Bettelheim A. J. Electroanal. Chem. 2008, 621, 91-96.

Cracknell JA, Vincent KA, Armstrong FA. Chem. Rev. 2008, 108, 2439-2461.

*® Mano N, Soukharev V, Heller A. J. Phys. Chem. B 2006, 110, 11180-11187.

220 Gallaway JW, Calabrese Barton SA. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 8527-8536.

221 Hudak, NS, Gallaway JW, Barton SC. J. Electrochem. Soc. 2009, 156, B9—B15.

222 yudak NS, Gallaway JW, Barton SC. J. Electroanal. Chem. 2009, 629, 57-62.

223 Gallaway J, Wheeldon I, Rincon R, Atanassov P, Banta S, Barton SC. Biosens. Bioelectron. 2008, 23, 1229-1235.
Soukharev V, Mano N, Heller A. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 8368—8369.

Barton SC, Pickard M, Vazquez-Duhalt R, Heller A. Biosens. Bioelectron. 2002, 17, 1071-1074.

Barton SC, Kim HH, Binyamin G, Zhang YC, Heller A. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 5802-5803.
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multicapas con la técnica de capa-por-capa®?’ o mediante el uso de hidrogeles??®; estas
tienen buena durabilidad y mayores densidades de corriente, sin embargo el potencial del
electrodo esta determinado por el mediador.

La conversidn eficiente de energia en este tipo de celda de biocombustible requiere que
el electrodo modificado con enzima muestre una rdpida cinética para la reaccién de la
enzima con su sustrato a un sobrepotencial bajo. De acuerdo con la teoria de Marcus, la
velocidad de la reaccién enzima-mediador depende de la energia de reorganizacion y la
fuerza impulsora, o sea, la diferencia entre el potencial del sitio activo de la enzima y el
potencial electroquimico del mediador’®. La cinética de un electrodo enzimatico
amperométrico tal como un biocdtodo de O, para una celda de biocombustible esta
también determinada por la interaccidn entre la cinética enzima-mediador, la cinética
enzima-oxigeno vy la difusion de carga redox**.

La segunda estrategia, por transferencia electrénica directa, elimina la necesidad de un
mediador de manera tal que la actividad del electrodo se encuentra determinada por la
enzima. Sin embargo los films delgados enzimdticos son menos duraderos y soportan
relativamente menos densidad de corriente que los electrodos mediados®. La
transferencia electrénica directa entre Lacasa y electrodos puede ser establecida usando
reacciones de uniones diazonio para modificar la superficie del electrodo con moléculas

232233 Estas moléculas aromaticas

aromaticas policilicas (como por ejemplo antraceno)
facilitan la unién de la Lacasa al electrodo en una orientacion favorable y asisten en la
transferencia electrdnica al sitio activo. La transferencia directa también se puede lograr
simplemente mediante adsorcién inespecifica sobre ciertas superficies de carbono como
se demuestra en el capitulo 4B de esta tesis. A pesar de su actividad a un potencial
notablemente alto, hay barreras significativas para el uso de estos electrodos enzimaticos
no mediados, incluyendo la corta durabilidad, los rangos de pH limitados y las bajas

densidades de potencia debido al bajo recubrimiento superficial?>*?*>.

Lacasa

La enzima multicobre Lacasa (EC1.10.3.2; benzenediol: oxygen oxidoreductase) es una
enzima azul extracelular en plantas y hongos que cataliza la oxidacidn de bifenoles y la
reduccion por 4 electrones de oxigeno molecular a agua. Contiene cuatro atomos de
Cobre, denotados T, y T, y dos atomos, Ts. Esta clasificacion se realiza en base a las
propiedades espectroscdpicas de cada uno. El centro de cobre T, puede ser reducido por
compuestos fenolicos, mediadores de un electrén, y transferencia directa desde

27 5codeller P, Carballo R, Szamocki R, Levin L, Forchiassin F, Calvo EJ. J Am Chem Soc. 2010 Aug 18;132(32):11132-40.
*%% Gallaway JW, Calabrese Barton SA. J Am Chem Soc. 2008 Jul 2;130(26):8527-36. Epub 2008 Jun 7.

22 Mano N, Soukharev V, Heller A. J. Phys. Chem. B 2006, 110 (23), 11180-11187.

20 gartlett PN. Bioelectrochemistry. Fundamentals, Experimental Techniques and Applications; John Wiley & Sons:
Chichester, 2008

3! Cracknell JA, Vincent KA, Armstrong FA. Chem. Rev. 2008, 108, 2439-2461.

232 Blanford CF, Foster CE, Heath RS, Armstrong FA. Faraday Discuss. 2009, 140, 319-335.

Blanford CF, Heath RS, Armstrong FA. Chem. Commun. 2007, 1710-1712.

Barton SC, Gallaway J, Atanassov P. Chem. Rev. 2004, 104, 4867—4886.

235 Faraday Discuss. 2009, 140, 417-437.
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electrodos. Mientras que los sustratos son oxidados en el sitio de cobre T4, una posterior
transferencia electrdnica interna conduce a la reduccidn del oxigeno molecular O; en el
cluster trinuclear T,/T5>36237:238,

La Figura 67 muestra un esquema del sitio activo de la Lacasa, con sus cuatro atomos de
cobre y sus ligandos.

H,C
Metionina
S N is /
R
T
Clsteina\/s// 1\4‘\'\‘ His |
I\\\
|\\\
PaN 1.3nmp
N\ Hs N [ N His /
\ (A
ol N

Figura 67. Esquema del sitio activo de la Lacasa, mostrando los cuatro atomos de Cobre y sus ligandos.

El T; transfiere los electrones al sitio trinuclear T,/T; que, como se puede apreciar en la
figura, se encuentra separado una distancia de 1.3nm del sitio trinuclear.

La Lacasa presenta dos bandas de absorcién caracteristicas a 610nm y 330nm. La primera
se asigna a una transicion de carga de metal a ligando: RSgisteina = Cu’'7, , mientras que la
segunda se asigna a la absorcion de los cobres T3 con un € = 5500 Mt em™.

La Figura 68 muestra la estructura tridimensional de la Lacasa de Trametes Trogii, (cédigo
PDB: 2HRH) obtenida a partir del difractograma de Rayos X de dicha enzima cristalizada.
Las dimensiones de esta enzima son de 6 x5 x 4nm.

26 shleev S, Tkac J, Christenson A, Ruzgas T, Yaropolov Al, Whittaker JW, Gorton L. Biosens. Bioelectron. 2005, 20 (12),

2517-2554.
7 Solomon El, Baldwin MJ, Lowery MD. Chem. ReV. 1992, 92 (4), 521-542.
28 56lomon El, Sundaram UM, Machonkin TE. Chem. ReV. 1996, 96 (7), 2563-2605
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Figura 68. Estructura tridimensional de Lacasa de Trametes Trogii (Cdigo PDB: 2HRH) obtenida a partir de datos de
cristalografia de difraccion de Rayos X. En color marrén se muestran los atomos de Cobre que conforman el sitio
activo.

Ademas, en la figura se pueden apreciar, sefialados en color marrén, los cuatro 4tomos de
Cobre del sitio activo de esta enzima.

Por lo dicho anteriormente, las reaccidnes principales en las que participa dicha enzima
en la naturaleza son las siguientes:

2Feno),, + Lac[4Cu(2+)]— Lac[4Cu(1+)]+ 2Feno] ,
Lad4Cu(d+)]+ O, + 4H* <> ES— Lac[4Cu(2+)]+ 2H,0

Mas adelante, en este capitulo, se descubrira que este no es el mecanismo completo para
la electroreduccién biocatalitica de oxigeno a agua.

Debido a que el Cobre T; se encuentra cercano a un bolsillo hidrofdbico ancho y rico en
densidad electréonica m es que resulta posible cablear eficientemente la enzima con
complejos redox que también tenga un alto contenido en densidad electrdnica 1. Esto es
lo que se hizo en el capitulo 4 parte A mediante el cableado con el polimero redox PAH-
Os.

El mecanismo de Solomon

Lo reportado hasta ahora, para el mecanismo de reducciéon de oxigeno catalizado por
Lacasa, era que, a diferencia de lo que ocurre sobre superficies de Platino, la reaccion
ocurre por intermedio de k, y ks. (Para mayor claridad, en la Figura 69 se repite el
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diagrama que muestra los posibles mecanismos para la reacciéon de reduccion de oxigeno,
RRO):

ky (+de-)
dif ka (+2e-) ks (+2e-) v
Oztb)_ - 02* :k : HzDz(a) e — Hzo
" a(-2e7) )
ks - ks ks
| '
HzO‘z*

Figura 69. Los posibles mecanismos para la RRO.

Este es el mecanismo planteado por el Dr. Edward Solomon®*® y como se demuestra mas
adelante en este capitulo, en esta tesis se encontrdé que este mecanismo es incompleto.
Se encontrd que existe una proporcidon de la reaccion que ocurre por medio de la
constante ks.

Como se menciond mas arriba, el mecanismo de Solomon sostiene que la reduccidn
ocurre en pasos de 2 electrones y que el segundo paso es apreciablemente mas lento
(Notar en la siguiente figura que la primer constante es mas de 10000 veces mayor que la
segunda constante) que el primero al involucrar la ruptura reductiva del O-O del peréxido
con la cual hay una gran barrera de activacién asociada. En la Figura 70 se presenta el
diagrama que explica el mecanismo de Solomon:

29 palmer AE, Lee SK, Solomon EI. J Am Chem Soc. 2001 Jul 11;123(27):6591-9.
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Figura 70. Diagrama explicando el mecanismo de Solomon.

Luego de la primera reduccién de dos electrones se obtiene lo que se llama el
Intermediario de Perdxido, representado en la figura.

Si bien se encontré que el perdxido de hidrégeno es un intermediario de esta reacciéon, no
se comprobd que éste sea liberado a la solucién antes de ser reducido a agua240

9 50lomon El, Augustine AJ, Yoon J. Dalton Trans. 2008, (30), 3921-3932.
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CARACTERIZACION DE LAS MULTICAPAS LACASA/PAH-Os

Elipsometria y Microbalanza de cristal de Cuarzo

La adsorcion de Lacasa y PAH-Os fue monitoreada con microbalanza de cristal de cuarzo
en funcién del tiempo. Esto arrojé los siguientes transitorios de aumento de masa:

-2
—
N
1
2
S
1

o
1

—
o
1

e}
)
[

Masa deposita / ug.cm

L}
1 2 3 4 5
Numero de capas de Lacasa

Masa depositada / pg.cm

0 ' 560 ' 1OIOO ' 15IOO ' 20IOO ' 25IOO ' 30I00 '
Tiempo / seg

Figura 71. Transitorio de adsorcion de masa usando microbalanza de cristal de cuarzo empleando las condiciones
estandares de autoensamblado. El recuadro muestra la masa total depositada en funcion del nimero de capas.

A partir de esta medida, se pudo estimar la concentracidon superficial de Lacasa

incorporada en cada paso de adsorcion. El espesor de las peliculas delgadas enzima-

241 , .
y la carga eléctrica

integrada a baja tasa de barrido (5mV.s?) arrojo la concentracion superficial de sitios

mediador fue monitoreado por elipsometria in situ a 632nm

redox segun M,s=q/ F (mol.cm™). En la siguiente tabla se resumen las concentracidénes y
espesores de diferentes electrodos estudiados. A partir de las concentracidnes
superficiales del mediador redox y del espesor elipsométrico se pueden estimar las
concentraciones volumétricas para la enzima y el mediador.

21 Eorzani ES, Otero M, Perez MA, Teijelo ML, Calvo EJ. Langmuir 2002, 18 (10), 4020—-4029.
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Capas de Qcm Menz Q Fos D [Lac] [Os]
Lacasa ug.cm'2 mol.cm™ uC.cm'z mol.cm™ nm mMV mMv
1 1.05 | 1.91x10™ | 4.09 | 4.14x10* | 6.84 27 60
3 2.23 | 4.05x10M | 174 18x10! 35 11.5 51.4
6 5.2 9.45x10 | 28.5 | 29.5x10™! | 142 6.7 20

Tabla 1. Detalles de las concentraciones de las peliculas enzimaticas

Cabe destacar que, en este caso, [Lac] y [Os] son de magnitudes similares, a diferencia de
los estudios previos con Glucosa Oxidasa donde [Os]>> [GOx] **%**3
se debe a una menor carga superficial para la Lacasa comparado con la GOx bajo las

. Se sugiere que esto

condiciones empleadas para ambas.

REDUCCION DE OXIGENO

Una vez fabricado el electrodo, se procedié entonces a analizarlo como catalizador de la
reaccion de reduccién de oxigeno, mediante voltametrias ciclicas, a diferentes
concentraciénes de oxigeno, en un buffer adecuado.

La voltametria ciclica de estos electrodos en soluciones libres de O, muestra solo la cupla
redox Os(Il1)/Os(Il) a 0.31V. La diferencia respecto al valor para el complejo de Osmio
soluble de ~0.25V es debido a la regulacién de carga a través del potencial Donnan de la
multicapa*.

En presencia de O,, sin embargo, se desarrolla una clara onda de reduccién catalitica
como se puede ver en la Figura 72 para peliculas con 6 capas de Lacasa a diferente
presién parcial de oxigeno:

242
243

Flexer V, Pratt KFE, Garay F, Bartlett PN, Calvo E J. J. Electroanal. Chem. 2008, 616 (1-2), 87-98.
Flexer V, Forzani ES, Calvo EJ. Anal. Chem. 2006, 78 (2), 399-407.
244 Tagliazucchi M, Calvo EJ, Szleifer I. Electrochim. Acta 2008, 53 (23), 6740-6752.
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Figura 72. Voltametria ciclica para diferentes presiones parciales de oxigeno (sefialadas en azul) bajo condiciones de
reposo para 6 bicapas de Lacasa y PAH-Os, velocidad de barrido v= 5mV.s” en 0.1M buffer acetato de pH4.7 y 0.2M
KNO;.

A partir de esta figura se puede observar una apreciable histéresis entre el barrido de ida
y el barrido de vuelta de potencial, con un maximo en la corriente y una cola de difusion.
Estos efectos fueron observados para todos los para electrodos con mds de 3 capas de
Lacasa. Como se explicd en la seccion Cinética Enzimdtica del capitulo 1, para dicho
sistema, se espera un plateau en la corriente en el caso que no haya limitaciones
difusionales. Por lo tanto, esta histéresis y cola de difusion en la Figura 72 podrian estar
indicando algo de limitacidn por transporte de masa. Esto podria surgir del agotamiento
de oxigeno dentro de la pelicula enzimatica o en el electrolito adyacente a la superficie
del electrodo. La pregunta de porque ocurren estos dos fenédmenos (de histéresis y cola
de difusién) deberd ser respondida, pero permanecera, por ahora, abierta.

Cabe mencionar que estas caracteristicas de histéresis y maximo en la corriente han sido

observadas previamente en otros trabajos>*>**®

en soluciones saturadas de aire y no se
dio ninguna respuesta a la pregunta planteada en el parrafo anterior para este fendmeno.
En un trabajo reciente’®’ se mostraron estos efectos de histéresis y maximo en la
corriente en aire, mientras que, en saturacién de O, ocurre una onda catalitica bien
desarrolladla, sin dar tampoco explicacién para esa observacion.

Otra caracteristica de la Figura 72 es el desplazamiento del potencial de media onda a

valores mas bajos, y este efecto es mayor a mayor presién parcial de oxigeno.

245
246

Szamocki R, Flexer V, Levin L, Forchiassin F, Calvo EJ. Electrochim. Acta 2009, 54 (7), 1970-1977.
Nazaruk E, Michota A, Bukowska J, Shleev S, Gorton L, Bilewicz R. J. Biol. Inorg. Chem. 2007, 12 (3), 335—-344.
247 Ackermann Y, Guschin DA, Eckhard K, Shleev S, Schuhmann W. Electrochem. Commun. 2010, 12, 640—-643.
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Como una posterior caracterizaciéon electroquimica, se estudiaron estas multicapas
autoensambladas sobre electrodo rotatorio y se observd la electroreduccién de oxigeno
para distinto numero de capas, bajo condiciones de reposo y de conveccidn forzada. Este
resultado se presenta en la Figura 73:
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Figura 73. Voltametria ciclica para diferente nimero de bicapas, a una rotacion de 9Hz (curvas negras) y condiciones
de reposo (curvas rojas) para una velocidad de barrido de v = 5mV sec’ y en 0.1M buffer acetato de pH 4.7 y 0.2M
KNOjs. En azul se indica la cantidad de capas de Lacasa. Notese que para una bicapa ambas curvas se superponen.

De la figura anterior se puede ver que existe también un efecto con el espesor de la
multicapa: la histéresis y el pico se ven mas claramente a mayor grosor de la pelicula.
Ademas, cuando se aplica agitacion usando el electrodo de disco rotatorio (EDR), la
histéresis desaparece y se observa una curva catalitica bien desarrollada alcanzando un
plateau en el potencial mas reductor.

Efectos de transporte de masa de oxigeno

Con el fin de realizar un andlisis cuantitativo mediante Koutecky-Levich de este sistema
biocatalitico mediado, se midieron las curvas de polarizacién a diferentes presiones
parciales de oxigeno y diferentes velocidades de rotacién.

El efecto de la frecuencia de rotacién sobre la corriente catédica catalitica se muestra en
la Figura 74 para soluciones saturadas con 0.13 y 1 atm de oxigeno respectivamente:
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Figura 74. Curvas de polarizacion para la reduccién de O, sobre electrodos modificados con Lacasa PAH-Os,/Lacg para
velocidad de barrido de 5mVs™ en buffer acetato 0.1M de pH 4.7 y 0.2M KNO; saturado con diferentes presiones
parciales de oxigeno. A: 0.13 atm de O,, B: 1 atm O,.

Se debe notar que los efectos son mas fuertes mientras mas baja es la concentracion de
oxigeno en el electrolito. Parte del motivo para esto es la dependencia de orden uno a
bajas pO, y la menor dependencia (orden 0.5) a altas pO, de la corriente catalitica con la
presién parcial de oxigeno, debido a la naturaleza enzimatica del sistema.

Gallaway y Col **® han usado la ecuacién de Koutecky Levich(K-L)**:

248
249

Gallaway JW, Barton SAC. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130 (26), 8527-8536.
Albery W. J. Trans. Faraday Soc. 1966, (62), 522.
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=+ Ecuacion 4.1

la que corresponde a una cinética con control mixto cinético-difusiénal, para describir y
analizar la reduccidn biocatalitica de O, por Lacasa mediada por polimeros de Osmio.
Donde iy es la densidad de corriente cinética pura. E i_ es la corriente limite (cuando no
existe limitacion cinética) y se define como:

i, =155-N-F-A-D, “*-07v°C, " 2

A continuacién, se hara el mismo anélisis para el sistema de Lacasa/PAH-Os estudiado en
esta tesis.

Se debe tener en cuenta que la ecuacién 4.1 es estrictamente valida para reaccién de
primer orden en la especie electroactiva. La dependencia de la densidad de corriente con
la concentracion de oxigeno catalizada por Lacasa y mediada por el complejo de Osmio
es, como se dijo previamente, de primer orden orden para bajas presiones parciales de
oxigeno, mientras que es menos dependiente del oxigeno a mayores pO, debido a la
cinética Michaelis-Menten. Para reacciones electroquimicas de orden diferente de uno, el
tratamiento de Koutecky-Levich lleva a ecuacidnes diferentes. En particular, para

mecanismos de Michaelis-Menten, el tratamiento de K-L Ileva a la siguiente ecuacion®®:

1 [ 1 1 Ky [ s
“=|1-— + + —+— Ecuacion 4.2
| i, J|4FK[[Og]|T, 4k, Ty | 4k, I,C i

Donde T es la concentracion superficial de enzima y C* es la concentracién de sustrato.

Se debe notar que la ecuacion 4.2 conduce a una ecuacién no lineal de 1/i vs. 1/f1/2
. 7 . . 7 . . 7 . . .7 *

debido a términos de cinética enzimatica. Para baja concentracion de sustrato (C << Kys)

la ecuacion 4.2 predice un grafico lineal de K-L, donde:

1 1 1 K

=~ = + + M , la cual es vélida solo para i<<i:
i, 4FK[Os|I', 4Fk, I, 4Fk[I,C

Ecuacién 4.3

1 1 1 Kw [
-~ > + + —+—
I 4Fk.I'y 4FkI, 4FkIys |

Por lo tanto la ecuacién 4.3 ha sido usada para extrapolar las densidades de corriente
observadas a frecuencia de rotacién tendiendo a infinito solo para bajas concentraciones
de sustrato (de 0 a 0.53 de p0,), que es donde se cumple la aproximacion C" << Kys. A

20 Lyons MEG, Lyons CH, Michas A, Bartlett PN. J.Electroanal. Chem. 1993, 351 (1-2), 245-258.
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continuacion se muestran las graficas de KL para 6 capas de Lacasa a diferentes presiones
parciales de oxigeno:
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Figura 75. Graficos de Koutecky-Levich para la reduccion de O, con 6 capas de Lacasa para diferentes presiones
parciales de O,. Los puntos representan los datos y las rectas representan los ajustes.

Enla
Tabla 2 se muestran las pendientes y ordenadas experimentales de la Figura 75 asi como
también las pendientes KL calculadas y las ordenadas extrapoladas a frecuencia infinita:

[«J0 Ordenada al Pendiente KL | Pendiente im,/uA.cm'2
origen experimental | KL teorica
(datos)
0.13 0.00766 0.01132 0.0102 130
0.26 0.00451 0.00357 0.0051 221
0.4 0.00348 0.00131 0.0033 287
0.53 0.0032 6.52e-4 0.00251 312
0.66 0.0031 3.93e4 0.00202 -
0.86 0.00308 2.54e-4 0.00155 -
1 0.00313 1.79e-4 0.00133 -

Tabla 2. Pendientes de Koutecky-Levich y sus ordenadas para diferentes pO,, para 6 capas de Lacasa.

La pendiente de Koutecky-Levich esta determinada por el producto de tres parametros: el
numero neto de electrones transferidos por molécula de O,, N; el coeficiente de difusion
Dos, ¥ la concentracion analitica de oxigeno, Co,. En la concentracion de oxigeno mas baja,
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p0, 0.13, y para N=4, la pendiente esperada es 0.0102 uA’l cm? s¥/2

, mientras que el valor
experimental es 0.0113 uA'lcmzsl/2 lo cual daria N=3,62.

Gallaway y col.>* reportaron un factor 2 de discrepancia entre la pendiente experimental
y la calculada y atribuyeron esta diferencia a una particién no unitaria del oxigeno en el
film. Ya que esas son las investigaciones mas completas sobre la reduccién de oxigeno
catalizadas por Lacasa y mediadas por complejos de Osmio con el EDR, y a partir de la
desviacidon de N=4 encontrada también en esta tesis, se concluye que no hay evidencia
clara para descartar la formacion y liberacion de perdxido de hidrégeno bajo condiciones

electroquimicas mediadas por complejos de Osmio.

Dependencia de la presion parcial de oxigeno

El efecto de histéresis y la cola de difusién, para capas no demasiado gruesas, es
despreciable en condiciones de saturacion de oxigeno, tal como se ilustra mediante la
Figura 76:
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Figura 76. Tres capas cableadas de Lacasa, en ausencia de rotacidn. En aire (curva negra) y en O, (curva roja).

. 7 . 252 s .
Como se menciond anteriormente, Schuhmann y col. >2 habian observado este mismo
efecto en un sistema con Lacasa y un polimero redox de Osmio muy similar al empleado
en esta tesis. Sin embargo, en esa comunicacidén no hay mencién de este efecto.

! Gallaway JW, Barton SAC. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130 (26), 8527-8536.

22 Ackermann Y, Guschin DA, Eckhard K, Shleev S, Schuhmann W. Electrochem. Commun. 2010, 12, 640—-643.
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INDICIOS DE UNA ESPECIE INHIBIDORA

Se vuelve ahora a la pregunta inicial: éla histéresis y la cola de difusién observadas
anteriormente: ocurren debido a limitaciones difusionales?

Para responder esto, se trabajé con el electrodo rotatorio, que provee condiciones bien
controladas para el transporte de masa convectivo- difusional de los reactivos hacia el
electrodo y de los intermediarios solubles y los productos hacia el seno de la solucién. La
corriente en el limite convectivo-difusidnal para la reduccién de O, estd dada por la
ecuacion de Levich:

i, =155-N-F-A-D, **.07°C, " f'?

Donde “F” es la constante de Faraday, Do,: el coeficiente de difusion del oxigeno (1,41.10
Sem?.sh), “v” es la viscosidad cinematica del electrolito (1g.m™.s™), C'0, la concentracién
analitica de oxigeno (1 mM a pO,= 1 atm), f: la frecuencia de rotacion en Hzy N es el
numero de electrones transferidos por molécula de oxigeno.

A una frecuencia de rotacién de 9 Hz y para N= 4 que es la cantidad de electrones
intercambiados en la reaccion de reduccion de oxigeno, esta ecuacién arroja i =2.25
mA.cm®. Esto es mucho mayor que cualquier valor de la Figura 72. En este caso
experimental, con una frecuencia de rotacion de 9 Hz la corriente catalitica es de
0.32mA.cm”.

Esta diferencia con respecto a la corriente limite estd indicando que se esta bajo control
cinético de la reaccién y por lo tanto no es un problema de transporte de oxigeno.

Ahora que se sabe que no es un problema de difusién de oxigeno, uno se podria
preguntar si la limitacién en la corriente podria provenir de un agotamiento en los
protones (ndtese que la reaccién de reduccién de O, consume 4 moles de protones por
cada mol de oxigeno). Sin embargo, el siguiente razonamiento indica que este tampoco es
el motivo: La concentracién de [H'] =2 x 10> M a pH 4.7 es mucho menor que 1mM del
oxigeno disuelto en el electrolito, pero la concentracién de Acido Acético es [AcOH] =0.05
M para 0.1 M de buffer acetato de pH 4.7 que puede facilmente disociarse dando
protones. Ya que el pH del electrolito estad bien regulado bajo estas condiciones no se
espera que la difusion de la forma acida del buffer, la cual dona protones a la superficie,
pueda limitar la corriente catalitica de reduccién de O,.

Por lo tanto al no ser un problema difusional se puede concluir que debe existir
involucrada otra especie soluble que difunde hacia el seno de la solucién, por ejemplo
una especie inhibidora de Lacasa acumulada en la multicapa enzimatica y que difunde
desde el film a la solucidn, guiado por la rotacién y que esto puede ser la causa de la
histéresis y el maximo en la corriente observada bajo condiciones de reposo. Ademas, un
efecto de histéresis es consistente con la acumulacién de inhibidor en la multicapa en el
tiempo del experimento produciéndose por esto menor corriente en sentido anddico que
en sentido catddico.
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Previo a este trabajo, se postulaba en la literatura, que la Lacasa reduce oxigeno
mediante un mecanismo de 4 electrones con el sitio T,/T3; como el sitio de reduccion de

23 4 gjp embargo como se mostré previamente, no existe evidencia

oxigeno
experimental que demuestre este camino de reduccidén de 4 electrones sin la liberacién
de un intermediario perdxido de hidrégeno. Por su parte, como ya se menciond, Solomon
ha mostrado®> que efectivamente este intermediario de peréxido de hidrégeno existe en
la Lacasa durante la reaccion. Por lo tanto el peréxido de hidrégeno es un buen candidato
como intermediario soluble en el biocatodo de O, que pueda inhibir la reaccién; y esta
inhibicidn seria anulada si ese peréxido de hidrégeno acumulado en la pelicula se barriera

hacia afuera de la multicapa por el efecto convectivo del EDR.

Ademas, para un film mds grueso se esperaria una mayor acumulacion de perdxido de
hidrégeno bajo condiciones de reposo. Esto es efectivamente lo que se observé cuando
se realizaron las curvas de calibracién para distinto nimero de bicapas y por consiguiente
distintos espesores. La Figura 77 muestra las curvas de calibracién para A) una bicapa, B)
3 bicapas, C) 6 bicapas:

23 shleev S, Tkac J, Christenson A, Ruzgas T, Yaropolov Al, Whittaker JW, Gorton L. Biosens. Bioelectron. 2005, 20 (12),

2517-2554.
2% 50lomon El, Sundaram UM, Machonkin TE. Chem. ReV. 1996,96 (7), 2563-2605
Lee SK, George SD, Antholine WE, Hedman B, Hodgson KO, Solomon El. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124 (21), 6180-6193.
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Figura 77. Densidad de corriente catalitica para la electroreducciéon de O, en un film de Lacasa mediado por PAH-
Os(ll) en 0.1M buffer acetato de pH 4.7 en 0.2M KNO; a diferentes presiones parciales de oxigeno bajo condiciones
de reposo (curvas negras) y bajo rotacion a 9Hz (curvas rojas), para una bicapa (A), tres bicapas (B), y seis bicapas (C).

Y en la Figura 78, para mayor claridad, se resume el efecto del espesor al repetir las
curvas de calibracion en condiciones de reposo para un film delgado y grueso:
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Figura 78. Curvas de calibracion para: Curva negra: pelicula delgada (3 capas); y Curva roja: pelicula gruesa (7 capas).
Ambas mediciones son en condiciones de reposo.

Se observa a partir de la Figura 77 que el comportamiento se aleja de un comportamiento
de Michaelis Menten en condiciones de reposo, y que sin embargo al aplicar rotacién se
obtiene dicho comportamiento Michaeliano. Lo mas esperable para un mecanismo de
cinética enzimatica es un mecanismo del tipo Michaelis Menten ya que es el mecanismo
mas comun entre las enzimas y ademads en toda la literatura, no se ha sugerido un
mecanismo distinto para esta enzima.

Se nota que para la condicidn de reposo la curva muestra un comportamiento sigmoideo
anormal con densidades de corriente por debajo de las esperadas para la dependencia
de Michaelis Menten.

Ademas, a partir de estas figuras, es claro que existe un marcado efecto con el espesor de
la pelicula. Lo cual también es consistente con la idea de que la multicapa
autoensamblada atrapa y acumula a este inhibidor perdxido de hidrégeno.

Saltan a la vista por lo tanto dos efectos a partir de estas curvas de calibracion: 1) el
comportamiento en condiciones de reposo no es el esperado, sin embargo al aplicar
rotacion se observa el comportamiento esperado. Y 2) La diferencia entre las condiciones
de reposo y de conveccién forzada aumentan al aumentar el grosor de las multicapas.
Para electrodos mediados por Osmio, los estudios en funcién de la concentracion de O,
son escasos en la literatura con excepcién del trabajo reportado por Calabrese-Barton®*®
para los casos corregidos por tratamientos de Koutecky-Levich con el electrodo rotatorio.
Sin embargo, estos autores no compararon sus resultados con el caso de la solucién en
reposoy por lo tanto la curva sigmoidea no pudo ser observada.

6 Calabrese Barton S, Kim HH, Binyamin G, Zhang Y, Heller A. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123 (24), 5802-3.
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Otro motivo que avala la hipdtesis del inhibidor perdxido de hidrégeno es que este efecto
andémalo desaparece al intercalar Peroxidasa en la multicapa. A continuacién se muestra
la voltametria, en saturacion de O, de dos electrodos similares, uno conteniendo
Peroxidasa de Soja (SBP) intercalada en su estructura y el otro no:

—— Sin Peroxidasa de Soja
—— Con Peroxidasa de Soja
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Figura 79. Voltametria ciclicas en aire sin rotacion. Curva roja: 3 capas de Lacasa con 3 capas de SBP intercaladas: Au-
MPS-PAH-Os-Lac-PAH-Os-SBP-PAH-Os-Lac-PAH-Os-SBP-PAH-Os-Lac-PAH-Os-SBP-PAH-Os Curva negra: 3 capas de
Lacasa: Au-MPS-PAH-Os-Lac-PAH-Os-Lac-PAH-Os-Lac-PAH-Os.

A partir de la Figura 79 se sugiere que la Peroxidasa de Soja estaria “consumiendo” el
H,O, en el autoensamblado y por lo tanto contrarrestando el efecto andmalo segun las
siguientes reacciones:

H,O, +SBP, +2H" — 2H,0+SBR,

red

SBP,, + PAHOSs(Il)—> SBP,, + PAHOs(II)

Es claro ademas, que existe otra diferencia entre la curva roja con la curva negra en este
grafico: la disminucién en la corriente. Esto muy probablemente se deba a un
impedimento en el cableado de la Lacasa debido a la presencia de la Peroxidasa de Soja:
el volumen ocupado por la peroxidasa podria estar ocupado por Lacasa y por lo tanto ese
volumen no interviene en la reduccion de O,

INHIBICION POR PEROXIDO DE HIDROGENO

Para confirmar que el perdxido de hidrégeno actia como inhibidor se debe saber si
efectivamente inhibe la reduccién de O, biocatalitica. Esto se comprobd afiadiendo
perdxido de hidréogeno exdgeno a una solucién acuosa de Lacasa y realizando el ensayo
de actividad estandar (ver Capitulo 2: actividad enzimdtica). Los resultados fueron los
siguientes:
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Figura 80. Cinética de oxidacion del colorante ABTS frente a Lacasa, con perdxido de hidrégeno equimolar y sin
peroxido.

Se comprueba una disminucidon de mas de 4 veces en la actividad enzimdtica al incubar
con peroxido equimolar (la pendiente de la curva azul es 4 veces menor que la pendiente
de la curva verde). Mientras que el experimento control mostré claramente que el
perdxido de hidrégeno por si solo no es capaz de oxidar al indicador usado en el ensayo
de actividad enzimatica, ABTS.

La inhibicién también se puso en evidencia en los experimentos electroquimicos al
agregar peréxido de hidrégeno soluble al electrolito como se observa en la Figura 81:
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Figura 81. Efecto de agregar H,0, al electrolito en la reduccién catédica de oxigeno sobre electrodos modificados con
Lacasa (PAH-Os);(Lac);(PAH-Os) para velocidades de barrido v = 5mV s en buffer acetato 0.1M de pH 4.7 y 0.2M
KNO; en aire, bajo condiciones de reposo y a 9Hz con un EDR. Las curvas negras representan el electrolito sin
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peroxido de hidrégeno y las curvas rojas representan las mismas mediciones con 100uM de peréxido de hidrégeno
agregado.

Se observa el efecto inhibitorio, en condiciones de reposo y rotacién, al agregar H,0, al
electrolito, en aire, sobre la reduccién catédica de oxigeno en un electrodo
autoensamblado. Mediante las curvas negras se representa la medicidn sin perdxido de
hidrégeno y mediante curvas rojas las mediciones del mismo electrodo con 100uM de
perdxido de hidrégeno agregado al buffer de medida.

Es muy importante destacar en este caso que la inhibicion de Lacasa es reversible, es
decir que la actividad de la Lacasa es recuperada al remover el perédxido de hidrégeno del
electrolito.

Por otro lado, la adicién de perdxido de hidrégeno en ausencia de O, no produjo
corriente catddica, por lo tanto no se detectd funcién peroxidasa para la Lacasa cableada
cuando se agreg6 peroxido de hidrégeno exdgeno al electrolito. Esto quedé demostrado a
partir del siguiente grafico en el que se observa el efecto de agregar 1ImM de perdxido de
hidrégeno al electrolito:

—— Saturacion con Ar sin H202
—— Saturacion con Ar + TmM H202

015 020 025 030 035 040 045
E/V

Figura 82. Voltametrias ciclicas en presencia de perdxido de hidrégeno y ausencia de oxigeno. Se observa la ausencia
de actividad peroxidasa del biocatodo.

Se aprecia en la Figura 82 la misma corriente en ausencia y en presencia de peréxido de
hidrégeno, mostrando la ausencia de actividad Peroxidasa de esta enzima. Cabe recalcar
gue este mismo electrodo mostré una clara corriente catalitica tipica al ser saturado con
oxigeno.

DETECCION DEL PEROXIDO DE HIDROGENO MEDIANTE
MICROSCOPIO ELECTROQUIMICO DE BARRIDO

Para investigar la produccion de perdxido de hidrégeno como intermediario de la
reduccion de O,, catalizada por la Lacasa cableada por PAH-Os, se recurrid al uso del
microscopio electroquimico de barrido (SECM) en el modo de generacion-
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. El principio de funcionamiento y modo de operacion de este
microscopio ha sido expuesto en el Capitulo 2.

En este experimento, la punta que constituye un ultramicroelectrodo (UME), se conectd a
un potencial oxidativo de 1.2V con el fin de oxidar el perdxido de hidrogeno

biocataliticamente generado, cerca del electrodo. La Figura 83 esquematiza este setup:

Punta
(A 1.2V)
Contra O: H20
electrodo
Electrodo
referenciz
Electrodo
de trabajo

Figura 83. Esquema del microscopio electroquimico de barrido para detectar el peréxido de hidrégeno producido por
la multicapa.

La punta (representada en color verde) se posiciond a una distancia de micrones de la
superficie del electrodo y se conectd a 1.2V respecto de la referencia, mientras que el
potencial en el sustrato fue barrido en el rango usual de las voltametrias ciclicas
mostradas (de 0.45V a 0.1V). Todos los componentes se encuentran sumergidos en el
buffer de medida estandar. En este modo de operacidn, el microscopio permite medir en
paralelo las corrientes del sustrato y de la punta en funcién del potencial del sustrato.

En la Figura 84 y Figura 85 se muestran las corrientes de la punta y sustrato en funcion
del voltaje del sustrato y en funcion del tiempo, respectivamente:

%7 Eckhard K, Schuhmann W. Electrochim. Acta 2007, 53 (3), 1164-1169

Evans SAG, Brakha K, Billon M, Mailley P, Denuault G. Electrochem. Commun. 2005, 7 (2), 135-140
Jenkins PA, Boland S, Kavanagh P, Leech D. Bioelectrochemistry 2009, 76 (1-2), 162—-168

%0 arriere F, Ferry Y, Rochefort D, Leech D. Electrochem. Commun. 2004, 6 (3), 237-241.

%1 volker E, Inchauspe CG, Calvo E. J. Electrochem. Commun. 2006, 8 (1), 179-183.
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Figura 84. En rojo: Densidad de corriente biocatalitica del sustrato en funcion del potencial del sustrato. En negro:
corriente de oxidacion de H,0, en la punta (1.2V) luego de sustraer la linea de base. Para un sustrato: Au-MPS-
Lacg/PAH-Os; . Velocidad de barrido: 5mVs™. Buffer de medida: buffer acetato 0.1 M de pH 4.7 y 0.2 M KNO;. Presion
parcial de oxigeno: 1.
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Figura 85. En rojo: Corriente del sustrato en funcién del tiempo. Curva negra: corriente de oxidacion de H,0, en la
punta (1.2V) en funcién del tiempo. Para el mismo sustrato de la Figura 84. Velocidad de barrido: 5mVs™. Buffer de
medida: buffer acetato 0.1 M de pH 4.7 y 0.2 M KNO;. Presion parcial de oxigeno: 1. En texto azul se sefiala el voltaje
de sustrato aplicado entre los intervalos definidos por las lineas punteadas azules.
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Hay que sefalar que estas corrientes de punta solo se detectaron cuando la misma fue
colocada cerca del electrodo. La corriente fue despreciable al alejarla de la superficie del
electrodo.

En la Figura 84 se aprecia un aumento de la corriente de oxidacién de H,0, mientras
procede la reduccién de O, y también exhibe histéresis en el sentido contrario de
potencial. La Figura 84 muestra transitorios potenciostaticos en el electrodo con Lacasa
desde 0.45V cuando no hay reducciéon de oxigeno, hasta 0.1V cuando la actividad de
reduccidn de oxigeno es maxima (todo el mediador esta en estado Os(ll)). En este caso, la
corriente de oxidacidon de peréxido de hidrégeno en la punta sigue el transitorio de
reduccion de oxigeno mientras que decae cuando el potencial del electrodo vuelve a
0.45V.

Se debe subrayar que la reducciéon de O, no ocurre en el electrodo de Oro subyacente a
potenciales positivos a 0V. Tampoco puede ser reducido por PAH-Os(Il) como se mostré
en el capitulo 3.

Para verificar que este perdxido de hidrégeno detectado sea de origen enzimatico, se
realizaron experimentos control empleando el mismo polimero redox pero en este caso
en ausencia de enzima. Se fabricé el mismo electrodo de la Figura 84 remplazando la
enzima por el polianién PAA (4cido poliacrilico). El resultado obtenido se muestra en la
Figura 86, en donde se observa la ausencia de catdlisis (0) y la ausencia de deteccién de
perdxido de hidrégeno (0):
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Figura 86. Corriente de sustrato (curva negra) y corriente de punta (curva azul) en simultaneo, para un electrodo con
3 capas de PAH-Os sin Lacasa, es decir Au-MPS-(PAH-Os,/PAA;), en saturacién de O,. El buffer de medida es acetato
0.1M + 0.2M KNOs.

En otro experimento control, se inhibid la actividad enzimatica de la Lacasa mediante la
adicion de Azida Sédica (un reconocido inhibidor?®® de esta enzima) bajo operacién en

%62 johnson DL, Thompson JL, Brinkmann SM, Schuller KA, Martin LL.Biochemistry. 2003 Sep 2;42(34):10229-37.
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estado estacionario y se registraron ambas corrientes. En la Figura 87 se muestra el
resultado de dicho experimento:

Se enciende el voltaje
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Figura 87. Efecto de agregar 2uM de azida sddica a un electrodo Lac;/PAH-Os, en una solucién saturada de O, de
buffer acetato pH 4.7 0.1M + 0.2M KNO; a 0.15V. La punta del SECM se encuentra a un potencial de 1.2V. Curva azul:
corriente de punta. Curva negra: corriente de sustrato.

Se observa a partir de esta figura, como la corriente de oxigeno biocatalitica y la corriente
de punta de oxidacién de peréxido de hidrégeno caen al agregar el inhibidor al buffer de
medida. La disminucidn en la corriente de deteccion de peréxido cuando el biocatodo es
inhibido por Azida Sddica (o aun por Cloruro, evidencia no mostrada) es una evidencia
concluyente del origen biocatalitico del perdxido de hidrégeno durante la reduccién de
oxigeno catalizada por Lacasa y mediada por la especie Os(ll).

RESULTADOS CON LACASA DE OTROS ORGANISMOS (TRAMETES
VERSICOLOR)

Con el objetivo de determinar si estos comportamientos son propios de esta Lacasa en
particular o si son producto de un comportamiento general de las Lacasas, se estudié la
enzima proveniente del organismo Trametes Versicolor.

En el capitulo 2 se presentan los resultados de la purificacion de esta enzima y su
caracterizacion mediante espectroscopia UV-Vis, MALDI-TOF y gel electroforesis SDS-
PAGE.

La caracterizacidn electroquimica de electrodos preparados de la manera estandar,
empleando esta enzima se presenta en esta seccidn. En particular, se han estudiado las
curvas de polarizacion y las curvas de calibracion.
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En la Figura 88 A y B se muestran una voltametria ciclica tipica y la curva de calibracion
para dicho sistema respectivamente:
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Figura 88. A: Voltametria ciclica para 6 bicapas, a una rotacion de 9Hz (curva roja) y en reposo (curva negra) para
una velocidad de barrido de v = 5mV sec™ y en 0.1M buffer acetato de pH 4.7 y 0.2M KNO;. B: Curva de calibracion
para el sistema de la Figura 88 a una rotacion de 9Hz y condiciones de reposo para una velocidad de barrido de v =
5mV sec’ y en 0.1M buffer acetato de pH 4.7 y 0.2M KNO;.

Se puede apreciar que los mismos efectos andmalos observados para la Lacasa de
Trametes Trogii se observan también para los biocatodos preparados con esta enzima.
Esto es indicativo de que el mecanismo planteado es un comportamiento general de las
Lacasas.

EVIDENCIA ESPECTROSCOPICA DE LA INHIBICION POR PEROXIDO

Con el fin de obtener una mirada mas profunda en la inhibicién, en esta seccidén se
presentan medidas de espectroscopia UV-Vis de soluciones en agua de Lacasa de
Trametes Trogii purificada en ausencia de mediador, frente a distintos inhibidores,
siguiendo la absorbancia del Cobre T;. Como ya se explicd en el comienzo de este capitulo
la absorbancia a 610nm indicara el estado de oxidacidn del Cobre T4, ya que este absorbe
cuando se encuentra en estado Cu2".

Si se observa la banda a 610nm esto indicard que la enzima se encuentra oxidada, es
decir, el T, oxidado. Por otra parte si, luego de reducir a la enzima (esto se hace con acido
ascorbico), y burbujear con oxigeno, no se recupera la banda a 610nm esto indicara que
la enzima se encuentra inhibida.

En la primera figura (Figura 89), se muestra la reduccién del T, con acido ascérbico y la
posterior recuperacién de la absorbancia luego de la reoxidacion del T, por parte de
oxigeno:
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Figura 89. Curva negra: Espectro UV-Vis de Lacasa oxidada. Curva roja y verde: luego de ser reducida con Acido
Ascorbico. Curva azul: reoxidada mediante el burbujeo de O,.

En particular, en la Figura 89, la Lacasa fue reducida mediante la adicidon de una cantidad
equimolar de acido ascdrbico, que es un sustrato de esta enzima y ha sido usado como tal

283 Es interesante notar en esta Figura 89 que la enzima solo es

en otros estudios
reoxidada luego de burbujear la solucién con O,, no siendo suficiente el oxigeno disuelto
en la solucién para llevar a cabo esta reoxidaciéon del Cu(1+)r;. Claramente en estas
condiciones no se percibe inhibicién enzimatica, ya que facilmente se logra la reoxidacién
del T; mediante el burbujeo con O,.

En la préoxima figura se evalua el efecto del agregado de una cantidad equimolar de NaF,

un conocido inhibidor de esta enzima?®*:

263 Malkin R, Malmstrém BG, Vinngard T. Eur J Biochem. 1969 Sep;10(2):324-9.

%%%)5hnson DL, Thompson JL, Brinkmann SM, Schuller KA, Martin LL.Biochemistry. 2003 Sep 2;42(34):10229-37.
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Figura 90. Efecto del agregado de una cantidad equimolar de NaF a la solucién de Lacasa. Se puede observar la
inhibicion por Fluoruro al no permitir este la reoxidacion por parte del O,.

Se sabe que el F inhibe la Lacasa adsorbiéndose fuertemente al sitio T,%%, imposibilitando
la reoxidacion por parte del O, al quedar bloqueado el sitio trinuclear T,/Ts. En la Figura
90 se observa efectivamente que, a diferencia de lo que ocurria en la Figura 89, el O, no
es capaz de reoxidar el T, luego de su reduccién con Acido Ascérbico.

En la Figura 91, habiendo probado indirectamente la inhibiciéon con un conocido inhibidor
como es el F, se evalu6 de la misma manera el efecto del peréxido de hidrégeno
exdgeno sobre la Lacasa:

%5 Brandén R, Malmstrém BG, Véanngard T. Eur J Biochem. 1971 Jan;18(2):238-41.
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Figura 91. Efecto de agregar una cantidad equimolar de H,0, a la solucién de Lacasa. Se puede observar la inhibicion
por perdxido de hidrégeno al no permitir la completa reoxidacion por parte de O,.

Se puede ver en este caso, una inhibicién por parte del peréxido de hidrégeno sobre la
Lacasa ya que, luego de incubar la Lacasa reducida con una cantidad equimolar de
perdxido de hidrégeno y burbujear con O, durante el mismo tiempo que en el caso de la
Figura 89 no se recupera totalmente la seial del T, oxidado. Esto sugiere que el perdxido
de hidrégeno se une al sitio T,/T3 de la enzima y que parte de este perdxido es desplazado
por el O, luego de burbujear con el mismo.

Se ha reportado en la literatura que el agregado de perdxido de hidrogeno exégeno a la
Lacasa nativa se une al atomo de Cobre T, del cluster trinuclear y hasta puede desplazar el
fluoruro adsorbido en ese sitio®®®. Solomon también investigd la unién del perdxido de
hidrégeno exdgeno para puentear los centros de Cu T,/T5%728,

Los resultados presentados en esta ultima seccién sustentan los resultados previos
encontrados acerca de la inhibicién enzimatica por parte perdxido de hidrégeno vy el

menor efecto de esta inhibicion a saturacidon de O,.

COMPARACION CON LA REDUCCION SOBRE UN ELECTRODO DE
PLATINO

Para comparar este biocdtodo con un catodo de Platino, se realizd la reduccion de
oxigeno sobre un electrodo limpio de Platino y de area conocida. El resultado se muestra
en la Figura 92 y se compara con el electrodo de Oro con 6 capas de Lacasa
autoensambladas:

2%% Branden R, Malmstron BG, Vanngard, T. Eur. J. Biochem. 1971, 18 (2), 238-241.

267 Spirasolomon DJ, Solomon El. J. Am. Chem. Soc. 1987, 109 (21), 6421-6432.
%8 palmer AE, Randall DW, Xu F, Solomon El. J. Am. Chem.Soc. 1999, 121 (30), 7138-7149.
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Figura 92. Reduccion de O, en un electrodo Au-MPS-(PAHOs;-Lacg) (curva roja) y sobre un electrodo de Pt limpio
(curva negra). Ambas en saturacion de O,. Las voltametrias se tomaron en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0.2M KNO;
asmV.s™,

Se sabe que la potencia que puede entregar una celda de biocombustible es el producto
de la corriente x voltaje. A partir de este grafico, se observa que la actividad especifica del
biocdtodo, en condiciones de conveccién forzada, si bien es menor que la del catodo de
Pt, resulta considerable (=0.3mA.cm™) y el potencial es de 0.3V. Esto convierte este
biocatodo en una opcién a tener en cuenta para el disefo de una celda de
biocombustible. En ese caso, y como ya se mencioné en la introduccidn de este Capitulo
4, ese biocatodo presentaria tanto ventajas como desventajas por sobre el electrodo de
Platino. Por un lado resulta una opcién atractiva debido al menor costo del material
empleado, pero por otro lado presenta las desventajas de poseer una menor vida util
debido a la disminucion de actividad enzimatica con el tiempo y una menor potencia
entregada.

Por otro lado, en este grafico, mediante la linea punteada azul, se muestra el valor de Ia
corriente de Levich para una frecuencia de rotacién de 9Hz tal cual fue calculada en la
seccion Indicios de una especie inhibidora (Capitulo 4A). Esta corriente es la que se
esperaria del sistema, a esa velocidad de rotacién, si el biocdtodo no presentara
limitaciones cinéticas, es decir si el sistema estuviera controlado por el transporte de
masa (oxigeno). Al ser la corriente observada (0.3mA.cm™) apreciablemente inferior a esa
corriente difusidnal (2.25mA.cm’) resulta evidente que el plateau observado en la curva
roja es debido a las limitaciones cinéticas del biocatodo. Es decir que en esta region, en
donde todo el Osmio se encuentra en estado Os(ll), el paso controlante es la reaccidn del
oxigeno con el cluster trinuclear enzimatico.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se encontré nueva evidencia experimental para biocatodos de O, basados en multicapas
de enzima Lacasa de Trametes Trogii cableada por un complejo de Osmio bajo
condiciones de reposo. Las curvas de polarizacion mostraron un pico e histéresis en la
reduccion de O, y las curvas de corriente catalitica en funcién de la concentracion de
oxigeno presentaron una forma anormal. Estos efectos son eliminados al agitar la
solucion adyacente usando un electrodo de disco rotatorio como electrodo de trabajo o
mediante el intercalado de capas de Peroxidasa en la multicapa.

La evidencia experimental presentada ha sido interpretada como formacién biocatalitica
de perdéxido de hidrégeno a partir de la reduccién de oxigeno y su acumulacién dentro de
la pelicula enzimatica.

El perdxido de hidrégeno fue detectado por SECM como producto de la electroreduccion
de O, catalizada por Lacasa y mediada por Os(ll). Los experimentos de control mostraron
que se forma perdéxido de hidrégeno a potenciales donde el O, no puede ser reducido en
la superficie subyacente de Oro y tampoco puede ser reducido por la especie Os(ll). La
produccién de H,0, detectada por el ultramicroelectrodo del SECM sigue el mismo
comportamiento e histéresis que la reducciéon enzimatica de O, mientras que la
inhibicién de la enzima por Azida Sédica cesa la produccién de peréxido de hidrégeno.

Si se agrega H,0, al electrolito se observa una inhibicién de la corriente catalitica,
ademas, es importante destacar que esa inhibicidn es reversible, es decir, la actividad de
Lacasa se recupera luego de burbujear oxigeno en la solucion, desplazando el perdxido de
hidréogeno. El agregado de perdxido de hidrégeno a una solucidén Lacasa en aire también
resulta en una inhibicion de la actividad enzimatica medida por ABTS. Este es el primer
reporte de la accidn inhibitoria del perdxido de hidrégeno exdgeno sobre la Lacasa.

Estos hallazgos han sido también observados para Lacasa de Trametes Versicolor,
pudiendo suponerse que esta es una caracteristica general de la enzima Lacasa y no
solamente de la producida por estos dos hongos.

Se asume que el desprendimiento de perdxido de hidrégeno del cluster trinuclear T,/Ts y
su acumulacién en la capa enzimatica interferiria con el mecanismo de reduccién de O,

269,270, ya que la adicién de peréxido de

de cuatro electrones propuesto por Solomon
hidrégeno a la solucién desde afuera también inhibe la reaccién.

Parte del peréxido de hidréogeno producido biocataliticamente por la enzima se desorbe
del sitio trinuclear por medio de un camino ks (referirse a Figura 69). Se sugiere, a partir
de las curvas de calibracién para distinto grosor de pelicula (Figura 77), que si la pelicula
es gruesa, esta dificulta la difusidn del perdxido de hidrégeno hacia el electrolito y asi el
film autoensamblado atrapa y acumula perdxido de hidrégeno. Si la pelicula es delgada el
peroxido de hidrégeno difunde mas facilmente hacia el electrolito y el equilibrio
H,0, s <—2>H,0, se encuentra mas desplazado hacia la derecha que en el

2(ad3 (soluciof

%9 56lomon El, Sundaram UM, Machonkin TE. Chem. ReV. 1996, 96 (7), 2563-2605.
7% 56lomon El, Augustine AJ, Yoon J. Dalton Trans. 2008, (30), 3921-3932.
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caso de film grueso y por lo tanto se observa un comportamiento mas parecido a una
cinética de Michaelis-Menten en las curvas de calibracidn.

También se sugiere el desplazamiento de ese equilibrio hacia la derecha por parte del
oxigeno a partir de los experimentos realizados de espectroscopia UV-Vis del T; en
presencia y ausencia de peroxido de hidrégeno exdgeno a dos diferentes
concentraciones de oxigeno.

En un trabajo reciente’’! se reporta que la produccién de peréxido de hidrégeno por
electroreduccién de oxigeno en el material de soporte del carbdn causa desactivacién de
Lacasa. En esta tesis sin embargo se demostrd que el perdéxido de hidrégeno es formado a
partir de la reduccion enzimatica del oxigeno.

Esta nueva evidencia cinética presentada es de fundamental importancia para la
operacion de la mayoria de las celdas de combustible, las cuales operan bajo condiciones
de reposo. La inhibicién de Lacasa por perdxido de hidrégeno es de interés mas general
ya que la Lacasa es una enzima de relevancia a nivel industrial.

Por otro lado, cabe destacar que fue la técnica del autoensamblado capa por capa, gracias
al gran control que esta brinda, la que permitié descubrir diferencias entre las
voltametrias en peliculas gruesas y peliculas delgadas que llevaron en ultima instancia a la
deteccion del inhibidor peréxido de hidrégeno.

Por ultimo, en cuanto a las posibles aplicaciones industriales de este sistema como
biocatodo para celdas de biocombustible, se encontré que, en condiciones de conveccion
forzada, este sistema puede ser candidato para ser implementado en celdas de
biocombustible, presentando ventajas (tales como un menor costo) y desventajas (tales
como una menor potencia entregada) en comparacion con un catodo de Pt.

mshleev, Shumakovich G,Morozova O, Yaropolov A. FUEL CELLS 10, 2010, No. 4, 726-733

139



4B. BIOCATODO PARA CELDAS DE
COMBUSTIBLE EMPLEANDO LACASA NO
MEDIADA (TRANSFERENCIA ELECTRONICA
DIRECTA)

INTRODUCCION

El primer ejemplo de transferencia electrénica directa fue reportado por Tarasevich y col.
272 ysando una Lacasa de hongo de alto potencial (Polyporus Versicolor) adsorbida sobre
negro de carbdn. Desde entonces, se ha demostrado que diversos materiales de carbono
permiten la adsorcidon de Lacasa y la comunicacién directa con el T, de la enzima. Se ha
observado la voltametria del T; bajo condiciones anoxicas, sobre grafito pirolitico273 y
grafito coloidal superdisperso®’*, asi también como ondas cataliticas de electroreduccién

275276277 nearo de carbon?® , pirocarbon®” , aerogeles de

282,283,284,285

de O, sobre grafito pirolitico

280,281

carbono y grafito espectrografico . También se emplearon electrodos

modificados con moléculas racionalmente elegidas para unir el bolsillo hidrofdbico del T;.

Se mostré transferencia directa sobre fibras de carbono, carbono vitreo modificado con

286,287

nanotubos de carbono , ¥ nanotubos de carbono modificados no covalentemente

con derivados de celulosa 28 .

289,2 ore .,
89290 emplearon una modificacion covalente de

Recientemente, Blanford y col.
superficies de grafito con una variedad de sales de diazonio generadas in situ; esto

produjo superficies que unen y cablean Lacasa. Esas sales de diazonio fueron elegidas

22 Tarasevich MR, Yaropolov Al, Bogdanovskaya VA, Varfolomeev SD. Bioelectrochem. Bioenerg., 1979, 6, 393-403.
3 Thuesen MH, Farver O, Reinhammar B, Ulstrup J. Acta Chem. Scand., 1998, 52, 555-562.

7% Tarasevich MR, Bogdanovskaya VA, Kapustin AV. Electrochem. Commun., 2003, 5, 491-496.

> Thuesen MH, Farver O, Reinhammar B, Ulstrup J. ActaChem. Scand., 1998, 52, 555-562.

Lee CW, Gray HB, Anson FC, Malmstrom BF.J. Electroanal. Chem., 1984, 172, 289-300.

Kamitaka Y, Tsujimura S, Setoyama N, Kajino T, Kano K. Phys. Chem. Chem. Phys., 2007, 9, 1793-1801.

278 Bogdanovskaya VA, Gavrilova EF, Tarasevich MR. Sov. Electrochem., 1986, 22, 697-701.

% Tarasevich MR, Bogdanovskaya VA, Kuznetsova LN.Russ. J. Electrochem., 2001, 37, 833-837.

280 Kamitaka Y, Tsujimura S, Setoyama N, Kajino T, Kano K. Phys. Chem. Chem. Phys., 2007, 9, 1793—1801.

28! Tsujimura S, Kamitaka Y, Kano K. Fuel Cells, 2007, 7,463—469.

%2 shleev S, Jarosz-Wilkolazka A, Khalunina A, Morozova O, Yaropolov A, Ruzgas T, Gorton L. Bioelectrochemistry,
2005, 67, 115-124.

283 Yaropolov Al, Kharybin AN, Emneus J, MarkoVarga G, Gorton L. Bioelectrochem. Bioenerg., 1996, 40, 49-57.

24 shleev S, Nikitina O, Christenson A, Reimann CT, Yaropolov Al, Ruzgas T, Gorton L. Bioorg. Chem., 2007, 35, 35-49.
Coman V, Vaz-Dominguez C, Ludwig R, Herreither W, Haltrich D, De Lacey AL, Ruzgas T, Gorton L, Shleev S. Phys.
Chem. Chem. Phys., 2008, 10, 6093-6096.

%6 X, Zhou H, Yu P, Su L, Ohsaka T, Mao L. Electrochem.Commun., 2008, 10, 851-854.

%7 Zheng W, Zhou HM, Zheng YF, Wang N. Chem. Phys. Lett., 2008, 457, 381-385.

Zheng, LiQF, Sul, Yan YM, ZhangJ, Mao LQ. Electroanalysis, 2006, 18, 587-594.

Blanford, Heath RS, Armstrong FA. Chem. Commun., 2007, 1710-1712.

290 glanford CF, Foster CE, Heath RS, Armstrong FA. Faraday Discuss., 2008, 140, 319-335.
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racionalmente para emular los sustratos naturales de la enzima y asi poder unir el bolsillo
del T, para proveer transferencia electrénica eficiente con el sitio activo de la enzima.
Ademas esta fuerte unién hidrofébica retiene a la enzima en la superficie del electrodo y
previene que esta se desorba. En ese trabajo, se encontré que las sales de diazonio
derivadas del 2-aminoantraceno y 2-aminocriseno son las mas efectivas para la
estabilizacién de la Lacasa inmovilizada y para brindar contacto eléctrico, obteniéndose
para ellas mayores densidades de corriente. También se mostré la transferencia directa
de Lacasa covalentemente unida a electrodos modificados con aminofenil y aminofenol

291 | 292

. Bartlett y co emplearon exitosamente monocapas de antraceno y antraquinona

para inmovilizar la Lacasa sobre superficies de carbono.

21 Vaz-Dominguez C, Campuzano S, Rudiger O, Pita M, Gorbacheva M, Shleev S, Fernandez VM, De Lacey AL. Biosens.

Bioelectron., 2008, 24, 531-537.
2 505na M, Chrétien JM, Kilburn JD, Bartlett PN. Phys Chem Chem Phys. 2010 Sep 14;12(34):10018-26.
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CARACTERIZACION DEL ELECTRODO

Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se caracterizo el electrodo sin Lacasa, mediante microscopia SEM, usando 5kV de voltaje

de aceleracion. Esto se muestra en la Figura 93:

._*. EHT = 5.00 kV WD = 1.7 mm Mag= 15.00KX Signal A =InLens

Figura 93. Imagen de microscopia SEM del carbono limpio.

A partir de esta imagen se puede apreciar la naturaleza grafitica del carbdn, ya que se
observa una morfologia de “copos” debido a la naturaleza de las [dminas de grafeno que
lo componen.

Espectroscopia de fotoemision de electrones por Rayos-X (XPS)

A fin de confirmar la presencia de la enzima sobre el electrodo, ademas de la evidencia
electroquimica, se caracterizé el electrodo mediante espectroscopia XPS. La Figura 94
muestra espectros de XPS (medidos en colaboracién con el Dr. Federico Williams,
INQUIMAE, FCEyN-UBA) del electrodo antes y después de su modificacidon con Lacasa, tal
como ha sido descripto en el Capitulo 2:
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Figura 94. Espectros de XPS del electrodo de carbono modificada con Lacasa tal como se describe en el capitulo 2.
Curvas azules: espectros del electrodo modificado con Lacasa. Curvas negras: espectros del electrodo control (sin
modificacion con Lacasa). A: Sefial del Cu 2p. B: Seiial para el N1s.

La preparacién de estos electrodos modificados con Lacasa y sus respectivos controles se
encuentra detallada en el Capitulo 2 bajo el titulo Preparacion de carbonos modificados
para XPS.

La Figura 94 A y B muestra los espectros XPS obtenidos con la muestra de Carbono
espectroscépico limpio y modificado con Lacasa, respectivamente. Se observa una clara
diferencia entre el carbono con Lacasa y el carbono sin Lacasa. La parte A muestra la
region del nivel del Cu 2p y en ella se observa que el carbono modificado con Lacasa
presenta senales de Cobre, que se pueden asociar a los atomos de Cobre presentes en la
enzima. Esto resulta evidente ya que esta sefal no esta presente en el carbono sin Lacasa.
Por otro lado, la parte B muestra la regién del nivel N1s y se observa que solo existe sefal
en presencia de la enzima.

A partir de los datos de cristalografia de difraccién de Rayos X para la enzima Lacasa de
Trametes Trogii (c6digo PDB: 2HRH), se puede determinar la relacion molar N: Cu. Existen
4 atomos de cobre en la enzima (la cual estd compuesta de 4076 atomos) y 640 atomos
de Nitrégeno, por lo tanto dando una relacién N:Cu de 160:1.

Por otro lado, a partir de la cuantificacidn de los picos de las sefiales de XPS de la Figura
94 se obtiene relacion N:Cu de 158:1, lo cual muestra una excelente concordancia, e
indica que este carbono se encuentra efectivamente modificado con Lacasa.

Es muy importante destacar que la Figura 94 A constituye el primer reporte de deteccion

293,294,295

del cobre en la enzima Lacasa mediante la técnica XPS. En diversos estudios se

93 Rahman MA, Noh HB, Shim YB. Anal Chem. 2008 Nov 1;80(21):8020-7.
% saarinenn T, Orelma H, Gronqvist S, Andberg M, Holappa S, Laine J. BioRes. 4(1), 94-110 (2009).
%5 50sna M, Chrétien JM, Kilburn JD, Bartlett PN.Phys Chem Chem Phys. 2010 Sep 14;12(34):10018-26.
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caracterizaron electrodos con Lacasa adsorbida mediante esta técnica pero no se logro
detectar cobre; en esos casos la sefial de Nitrégeno fue usada como la huella digital de la
enzima.

REDUCCION DE OXiIGENO

En esta seccidn se presentan los datos de la electroreduccién de oxigeno catalizada por la
enzima Lacasa adsorbida sobre el electrodo. Se presentara primeramente la voltametria
ciclica de este carbono no modificado, mostrando la reduccién de oxigeno directamente
sobre el electrodo, a continuacion las voltametrias del carbono modificado con la enzima,
y por ultimo las curvas de calibracion para este biocatodo de combustible por
transferencia electrénica directa.

El electrodo sin oxigeno

Como se vio en la imagen de SEM, este electrodo presenta una drea real mucho mayor
gue su area geométrica. Debido a esta gran area, este electrodo presenta una capacidad
de doble capa muy alta; esto se observa en la Figura 95:

i/ uA

-90 4

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

E/V

Figura 95. Voltametria ciclica del electrodo no modificado, en saturacion de oxigeno. Las voltametrias son en buffer
acetato 0.1M pH=4.7 + 0.2M KNO; a 5mV.s™.

A partir de esta voltametria, es posible calcular el area del electrodo conociendo la
capacidad por unidad de area del grafeno. El dato es importante ya que permitira
normalizar la corriente catalitica medida por el adrea de este electrodo, es decir, permitira
conocer la densidad de corriente de este biocatodo. Esto Ultimo es importante ya que
permitirda comparar estos resultados con los del capitulo 4A y los de otros sistemas
empleados como catodos para celda de combustible (como por ejemplo electrodos de
Platino).
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El calculo se realiz6 empleando una capacidad de 2uF.cm

presenta a continuacion:

dv

— =
dt

donde

i=C

i =55.10°A

dv

C=——
dv/dt

— =0.005Vs"

dt

=C=1ImF

Capacidadlel grafeno: 2.F-cm? =

-2 296

para el grafeno y se

A partir de estos cdlculos, se tiene que el area real del electrodo es de 5500cm? mientras

que el area geométrica de este electrodo es 1,77cm?. Por lo tanto el factor de rugosidad

de este electrodo es de 3107.

Reduccién de oxigeno sobre el electrodo modificado con Lacasa

Antes de estudiar la reduccion de oxigeno mediada por Lacasa, se evalud la reduccién de

oxigeno directamente sobre el electrodo de Carbono, es decir la reduccién de oxigeno no

catalizada enzimaticamente. A continuacién se presentan los resultados de voltametria

ciclica en saturacién de O,, de la reduccion de oxigeno antes y después de adsorber

Lacasa al electrodo:

500 -
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2% pandin JP, Yeager E. Journal of Electroanalytical Chemistry. Volume 36, Issue 2, May 1972, Pages 257-276.
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Figura 96. Curva negra: reduccion de O, sobre el carbono limpio. Curva roja: la reduccion sobre el mismo carbono
funcionalizado con Lacasa. Las soluciones se saturaron con O, burbujeando durante 10 min. Las voltametrias se
tomaron en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0,2M KNO. Velocidad de barrido 5mV.s™.

Se puede observar que la reduccién de O, para el carbono no modificado comienza en -
0.05V. Ademas, como se puede apreciar, a partir del siguiente acercamiento, no ocurre
reduccion de O, en la ventana en estudio para el electrodo modificado (ventana de
potencial de 0.1 a 0.7V):

200 -

En O2 sin lacasa

—— En O2 con lacasa

100 4

-100 4

i/ uA

-200 4

-300 4

-400 -

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

E/V

Figura 97. Curva negra: voltametrias ciclicas en solucidon saturada con oxigeno del carbono limpio. Curva roja:
reduccion del mismo carbono funcionalizado con Lacasa. Las soluciones se saturaron con O, burbujeando durante 10
min. Las voltametrias son en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0.2M KNO;. Velocidad de barrido 5mV.s™.

Como se dijo anteriormente, el comienzo de la reduccidn de oxigeno ocurre a -0.05V para
el carbono limpio mientras que la reaccién catalizada enzimaticamente empieza en 0.61V,
clara indicacién de la catdlisis de la reaccidon de la reduccidon de oxigeno por la enzima.
Comprobado esto, se procedera a estudiar esta electroreduccién biocatalitica frente a
distintas presionas parciales de oxigeno.

Reduccion de oxigeno a distintas presiones parciales de O,

A continuacion se determinaron las voltametrias ciclicas a distintas presiones parciales de
oxigeno. Al igual que en el capitulo 4 se controld la presidén parcial de oxigeno, pO,
mezclando O, y Ar empleando reguladoras de flujo con caudalimetros. Los resultados se
presentan a continuacion, en la Figura 98:
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Figura 98. Reduccion de O, sobre el carbono funcionalizado con Lacasa a distintas presiones parciales de O,. Las
voltametrias se midieron en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0,2M KNO;.Velocidad de barrido: S5mV.s™.

Se puede ver que, tal cual lo esperado, existe un aumento de la corriente catalitica a
medida que se aumenta la presién parcial de O,.

Si se resta la curva de presidn parcial de oxigeno cero (p0O,=0), es decir la linea de base, a
las curvas anteriores y se normaliza por el area del electrodo, se obtienen las siguientes
voltametrias:

—0.13
—0.26
0.4
=—(.53
0.67
=—0.8

-50 T T T T T T T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Figura 99. Reduccion de O, sobre el carbono funcionalizado con Lacasa a distintas presiones parciales de O, luego de
restar la linea de base (el mismo electrodo a presion parcial de oxigeno 0). Las voltametrias son en buffer acetato
0.1M pH=4.7 + 0.2M KNO; a 5mV.s™. Se sefialan con recuadros punteados dos regiones “A” y “B” que corresponden
a situaciones con diferentes pasos limitantes.

Resulta interesante, en este punto realizar un analisis mas a fondo de las formas de estas
conjunto de voltametrias a distintas presiones parciales.
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Se pueden distinguir claramente dos regiones: una regién etiquetada en la figura como
“A” en la que se observa que la corriente crece linealmente con el potencial y que
ademas no depende de la concentracion de O,. La otra es la regiéon “B” en la que la
corriente catalitica prdcticamente no depende del potencial y ademas muestra
dependencia con la concentracidon de oxigeno. Esto indica que el paso limitante en la
region A es la transferencia de carga, mientras que en la regién B, es la reaccion del
oxigeno con el cluster trinuclear. Se pueden escribir las ecuacidnes que describen este
mecanismo como:

1)€e (M) + Cu** (T,)—— Cu"(T,)
2) Cu* (T,) > T[T,
3)0, +T,/T;, > H,0

Como se dijo anteriormente el paso controlante de la velocidad en la region A es la
transferencia electrénica entre el electrodo y el sitio Cu**(T;), es por eso que la corriente
no depende de la concentracion de oxigeno; en cambio cuando se llega a la regién B esa
reaccion de transferencia de carga es tan rapida que el paso controlante pasa a ser ahora
la reaccidn 3, es decir, la reaccién del oxigeno molecular con el cluster trinuclear.

Existe otro efecto que es interesante mencionar de estas graficas. Si se miran las curvas
(sobre todo a altas concentraciénes de oxigeno) no existe un claro plateau en la corriente
catalitica. En la regiéon B, como no limita mas la transferencia de carga se espera una
independencia de la corriente con el potencial, o sea un plateau en las ondas. Sin
embargo esto no ocurre y las voltametrias presentan una clara pendiente. Esto ha sido
observado en todas las curvas electrocataliticas de reduccidon de O, con Lacasa pero no ha
sido explicado adn. Armstrong®’ hipotetiza que esto es debido a que hay una poblacién
de enzimas en diferentes orientaciones sobre el electrodo, y las que se encuentran con el
sitio T; mas alejado de la superficie solo son accesibles a mayores potenciales. Sin
embargo esto es solo una hipdtesis que no ha sido demostrada y ni siquiera explica
porque este fendmeno no ocurre a bajas concentraciénes de O,. Otra posibilidad que se
plantea en esta tesis es que este efecto se deba a la reduccién sobre el electrodo de
perodxido de hidrégeno producido por la enzima. Ademas, a mayor concentracion de O, se
desplazaria mayor cantidad de H,0, y se produciria mayor corriente reductiva en total;
esta hipodtesis explicaria porque el efecto es notorio a altas concentraciones de O,.

Por otro lado, también hay que centrar la atencidon al comienzo de la reduccién de
oxigeno en este caso de biocatalisis directa de reduccién de O,: en estas condiciones, a
pH=4.7, se observa que el electrodo comienza a reducir oxigeno a 0.61V vs. Ag/AgCl.
Mediante un simple cdlculo se puede saber a qué potencial termodinamico corresponde,
esto es el potencial a pH=0 y referido al electrodo estandar de hidrégeno:

7 Blanford CF, Heath RS, Armstrong FA. Chem. Commun. 2007, 1710-1712.
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E°pHa. vsagiagel = 0.61V
EpHovsagiagel = 0.61V+65mVx 4.7=0.61V+ 0.3055V= 0.9155V
EO = E%hovs.she = E%rovsagiagel + 0.2V =1.1155V

Se ve que entonces la Lacasa reduce oxigeno a un potencial de 1.115V, un valor muy
cercano al potencial termodindmico de reduccién de oxigeno a agua de 1.23V. Esto
confirma la facilidad con que esta enzima reduce oxigeno. Como ya se menciond, este es
el valor mas alto de potencial que se obtiene para la RRO con cualquier sistema estudiado
para catodos de celdas de combustible, sea con un catalizador metalico o bioldgico.

Es muy importante destacar que estas mediciones (corriente catalitica en funcién de la
presion parcial de oxigeno y las curvas de calibracion que se muestran en las siguientes
secciones de este capitulo) son totalmente novedosas, ya que no existe hasta el
momento, en toda la literatura reportes de curvas de calibracién con transferencia
electrdnica directa de Lacasa.

INHIBICION DE LA CATALISIS CON PEROXIDO Y FLUORURO

Se estudid la inhibicion por perédxido de hidrégeno de este electrodo. En este caso no se
pudo agregar peréxido de hidrégeno exdgeno a la solucidn ya que este es reducido sobre
el electrodo, en la ventana de potencial usada. Asi, se incubé el electrodo modificado con
Lacasa en una solucién 15uM de peréxido de hidrégeno durante 15 minutos, luego se
enjuagdé con abundante agua para eliminar el peréxido de hidréogeno que no estd
adsorbido al cluster trinuclear) y se registré la voltametria. Esto se muestra en la Figura
100:

0 J —— 1) Electrodo a pO2=0.4
—— 2) + incubar con peroxido y luego enjuagar. (pO2=0.4)
3) + Burbujear 15min el electrodo con O2. (p02=0.4)
0 -
-20 4
<
3.
—  -40-
-60 4
-80 - /
'1 00 T T T T T T T

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Figura 100. Se incubd el electrodo durante 15 min en una solucién 15mM de H,0,, se enjuago el electrodo y se midié

la curva roja. Luego se incub¢ el electrodo en una solucién de buffer saturado en O, durante 15 min. y se midio la
curva verde. Las voltametrias son en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0,2M KNO; a 5mV.s™.
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Se observa una caida del 24/ en la corriente catalitica luego de incubar con peréxido de
hidrégeno y esta corriente se recupera a un 88.4/ de la corriente inicial. Esto esta en
concordancia con el experimento de la Figura 91 del capitulo 4 el que mostraba mediante
espectroscopia UV-Vis la inhibiciéon del perdxido de hidréogeno sobre la Lacasa y la
posterior recuperacion parcial al retirar el electrodo, burbujear O, y luego volver a medir.
Es importante destacar que el mismo electrodo luego fue medido a presion parcial pO,=1
y se observa la recuperacion al 100/ de la corriente catalitica inicial. Esto es importante
porque indica que la incubacidon con 15uM de peréxido de hidrégeno no produce
desnaturalizacién de la enzima.

Si se burbujea 15 minutos y se vuelve a medir a p0O,=0.4, como se hizo en la Figura 100, se
produce biocataliticamente nuevo peréxido de hidrégeno que, a esa presidn parcial, no
podra ser desplazado totalmente. En cambio, si se mide a pO,=1, el equilibrio: Hy0;(ds)
$>H,05(s0lucisn) S€ €ncuentra en todo momento desplazado completamente a la derecha.

También se estudid, a modo de comparacién, el efecto del F,, un conocido inhibidor de
esta enzima. Este resultado se muestra en la Figura 101:

40 +
0-
-40
<
— -80 4
-120 -+
— 1) p02=0
-160 - —— 2) Electrodo en pO2=1
3) + luego de incubar con F-
2200 A ——4) + luego de incubar en peroxido

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

E/V

Figura 101. Voltametrias ciclicas en saturacion de O, mostrando la inhibicion por Fluoruro y la parcial recuperacion de
la actividad al desplazar el fluoruro con peréxido de hidrégeno.

Se observa en la Figura 101 la inhibicién total de la corriente catalitica (ya que cae al
mismo valor que con p0,=0) luego de incubar el electrodo con una cantidad 15uM de
NaF. Es de notar que estas voltametrias fueron medidas a pO,=1 de modo tal que, en
concordancia con el resultado de la Figura 90 (Seccidon: Evidencia espectroscopica de
inhibicion por perdxido de hidréogeno del Capitulo 4A) el O, no es capaz de desplazar el
fluoruro del sitio activo. Sin embargo, luego de incubar este mismo electrodo con una
solucién equimolar de perdéxido de hidrégeno, se logra una recuperacion parcial de la
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corriente catalitica. Vanngard y col. ya habian mostrado en el afio 1971 2*® |a afinidad del
perdxido de hidrégeno por el sitio T, de la Lacasa y el desplazamiento parcial del F* por
parte del peréxido de hidrégeno; resultado que concuerda con lo mostrado en esta Figura
101.

CURVAS DE CALIBRACION

Luego de haber comprobado la inhibicion de la reaccién enzimdtica por perdxido de
hidrégeno en este biocatodo, se presentan en esta seccidén las curvas de calibracion para
dicho biocdtodo. La Figura 102 muestra la curva de calibracion tomada a 0.1V para los
datos de la Figura 99:

250 4
. e °
200 - /o/
150 4 o
< /
3
< 1004 o
1
50 - /
/.
o1 e
0,0 0.2 0,4 0.6 0,8 10
pO,

Figura 102. Curva de calibracion tomada a 0.1V para los datos de la Figura 98 luego de restar la linea de base (curva
de p0,=0).

Nuevamente, se observa un comportamiento sigmoideo no Michaeliano en la cinética.

El mismo experimento fue realizado sobre un electrodo de disco rotatorio fabricado con
la misma barra de carbdn, y pulido con lijas de grano 600 y 1200. La curva de calibracidn
medida de esta manera y tomada también a 0.1V y la anterior curva de calibracidon se
presentan en la Figura 103:

%8 Brindén R, Malmstrém BG, Vanngard T.Eur J Biochem. 1971 Jan; 18(2):238-41.
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Figura 103. Curva negra: Curvas de calibracion tomadas a 0.1V para el electrodo de carbono sin pulir. Curva roja:
Curva de calibracion tomada a 0.1V para un electrodo rotatorio modificado con Lacasa. Ambas medidas fueron
tomadas en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0.2M KNO; a 5mV.s™.

En la curva negra se vuelve a observar el comportamiento sigmoideo. A 0.1V donde estd
tomada esta curva de calibracidn, el comportamiento deberia ser Michaeliano. Es
interesante en cambio, observar que cuando el mismo electrodo es incluido en un
electrodo rotatorio y pulido, la curva de calibracién tiene un comportamiento
Michaeliano. Este comportamiento es igual al observado en la Figura 78 del capitulo 4A Ia
gue mostraba las curvas de calibracidon para una pelicula delgada y gruesa: el sistema
delgado tenia un comportamiento Michaeliano mientras que el sistema grueso tenia un
comportamiento sigmoideo debido a la acumulacién de perdxido de hidrégeno. En este
caso del capitulo 4B se sugiere que el electrodo sin pulir, el que es mas “poroso” (se
comprobé mediante las correspondientes medidas de corriente capacitiva que el factor
de rugosidad es efectivamente mayor) que el electrodo pulido, favorece la retenciéon y
acumuluacion de perdxido.

COMPARACION CON LA REDUCCION SOBRE UN ELECTRODO DE
PLATINO

Para comparar este biocdtodo con un catodo de Platino, se realizd la reduccion de
oxigeno sobre un electrodo limpio de Platino y de area conocida. El resultado se muestra
en la Figura 104 y se compara con el electrodo de carbono modificado con Lacasa:
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Figura 104. Reduccion de O, sobre el carbono funcionalizado con Lacasa (curva roja) y sobre un electrodo de Pt limpio
(curva negra). Ambas en saturacion de O,. Las voltametrias se tomaron en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0.2M KNO;
a5mV.s™. Notar que la densidad de corriente es 4 6rdenes de magnitud mayor para el electrodo de Platino.

Se puede notar que la densidad de corriente es =10* veces mayor en el electrodo de
Platino que para el electrodo con Lacasa. Sin embargo la caida del potencial es =2 veces
mayor con el carbono modificado enzimaticamente.

Como se ve, en el electrodo enzimatico, si bien se comienza a reducir oxigeno a un
potencial mucho mayor, la actividad especifica es notablemente menor que en el caso del
electrodo de Platino. Esto es asi ya que el objetivo de la Lacasa en la naturaleza no es la
de producir potencia sino la de degradar lignina. La actividad especifica para el catodo
enzimatico es pequefiisima (nA.cm™) pero al tener el electrodo de carbono tanta area real
es posible la observacion de la electroreduccién catalitica de oxigeno.

Ya que la potencia que puede entregar una celda de biocombustible es el producto de V x
I, no solo el potencial es importante sino que también lo es la actividad especifica. Se
puede ver claramente de esta grafica que, a igual area, si el criterio para el disefio de la
celda de combustible es la cantidad de potencia a entregar, claramente la opcidn a seguir
es la del electrodo de Platino. Basados en que la corriente en este ultimo es 10" veces
mayor y el voltaje es 2 veces menor, la comparacidn entre estos dos sistemas daria que la
potencia entregada en el caso del catodo de Platino es =5 x 10% veces mayor que la
entregada por el biocatodo.

Se suele hacer mucho énfasis en la literatura en las bondades de este sistema de
biocatodo por su alto potencial de reduccion de oxigeno. Sin embargo, y como pone en
evidencia este grafico, ese analisis resulta incompleto ya que el poseer estos biocatodos
tan baja actividad especifica (del orden de los nA.cm™) hace que la bondad del bajo
sobrepotencial tenga poca importancia ya que la potencia total obtenida, debido a esta
actividad especifica, resulta despreciable.
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Sin embargo, cuando se realizd la comparacion entre el sistema enzimatico mediado vy
este mismo cdtodo de Platino (comparacion que se realizé en la parte A de este capitulo)
se observd que en ese caso la situacion era bien distinta al ser la actividad especifica del
biocatodo de 0.3mA.cm™,

COMPARACION ENTRE SISTEMA MEDIADO Y NO MEDIADO

A este punto, habiendo estudiado ambas estrategias de biocatodo empleando la enzima
Lacasa, es decir el sistema mediado y el sistema de transferencia electrénica directa,
resulta interesante realizar una comparacion entre ambos. La Figura 105 muestra una
comparacion entre las corrientes cataliticas de ambos sistemas, ambas a saturacién de

oxigeno:
10 T T T T T T T
-0
04
--40
o -104 o
= --80 e
S S
<C o0 <
c 20 L-120 =
~ ~
-30 1 - -160
Sistema no mediado
Sistema mediado
-40 T T T T T -200

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

E/V

Figura 105. Densidades de corriente de electroreduccion O, catalitica en el sistema con Lacasa cableada (3 capas de
Lacasa cableada) mostrado en la curva azul, y el sistema con Lacasa no mediada, mostrado en la curva negra. Ambas
medidas son en saturacion de O, y buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0,2M KNO; a 5mV.s™.

La densidad de corriente resulta ser entre 3 y 4 ordenes de magnitud veces mayor en el
biocatodo con mediador.

En cuanto a la comparacion de las formas de ambas voltametrias, esto tiene que ver con
los distintos mecanismos en uno y otro sistema. En el sistema mediado, la concentracion
de sustrato, Os(lll), esta fijada por el potencial, de acuerdo a la ecuacién de Nernst, de
manera que en ese caso se tiene un plateau en la corriente catalitica a potenciales muy
oxidantes ya que por mas que se aumente el potencial se satura la cantidad de Os(lll) que
se puede tener en la multicapa. En el caso de la enzima no mediada, el plateau deberia
existir ya que en esa region el paso controlante es la cinética entre el oxigeno vy el cluster
(esta reaccion no depende del potencial) y no la transferencia de carga (reaccién que si
depende del potencial).
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Como ya fue mencionado, la ventaja del sistema mediado es que permite trabajar con
multicapas y por lo tanto tener mayor densidad de corriente. Y la desventaja es que el
potencial de la celda de combustible queda determinado por el potencial de la cupla
redox. Si se aumenta el potencial de la cupla se tiene indefectiblemente menor densidad
de corriente ya que como se explicd en la introduccidn del Capitulo 4, la fuerza impulsora
de la reaccion es la diferencia de potencial entre el sitio activo y el mediador.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo se estudid la transferencia directa de Lacasa sobre superficies de carbono
grafitico (carbono espectrografico). La voltametria en medio acido en condiciones
anaerdbicas muestra una ausencia de pico voltamétrico en el potencial del T;, revelando
una gran corriente capacitiva aun a bajas velocidades de barrido (de 5mVs™). En
condiciones de saturacidon de oxigeno en cambio, se desarrolla una clara onda catalitica
observandose el comienzo de la reduccién de oxigeno en 0.61V vs Ag/AgCl. Este potencial
corresponde a un potencial termodindmico de 1.155V, confirmando el bajo
sobrepotencial de la RRO cuando esta es catalizada por Lacasa.

Las curvas de calibracién para este biocatodo mostraron un comportamiento sigmoideo
para el caso de un electrodo altamente rugoso. En cambio cuando se empleé un
electrodo rotatorio del mismo material pulido, se observd un comportamiento
Michaeliano en las curvas de calibracién. Este resultado coincide con el del sistema
mediado en el que se observa un comportamiento Michaeliano para el caso de pelicula
delgada y sigmoideo para el caso de pelicula gruesa. Esto sugiere que las arquitecturas
altamente rugosas o peliculas gruesas favorecen la acumulacion y retencion de peréxido
de hidrégeno.

Se demostré también en este caso la inhibicidon de la actividad catalitica por parte de
perdxido de hidrégeno incubando el carbono modificado con una solucién 15uM de dicho
perdxido. Se comprobd asimismo la inhibicidn por fluoruro y el desplazamiento parcial de
éste por perdxido de hidréogeno, confirmando los resultados electroquimicos y de
espectroscopia UV-Vis del capitulo 4A.

Este estudio de transferencia directa de Lacasa resulta ser el primero en mostrar curvas
de calibracién. Las curvas de calibracion son fundamentales al momento de realizar
estudios de electrocatdlisis y completan el andlisis. Son estas curvas de calibracién,
juntamente con los voltamogramas a diferentes presiones parciales de oxigeno, las que
muestran los indicios de la especie inhibidora.

Ademads, es muy importante recalcar que este trabajo constituye el primer reporte de
deteccidn del cobre enzimatico de la Lacasa sobre una superficie, mediante un equipo de
XPS.

Por otro lado, y observando la comparacién mostrada en la Figura 104, se debe destacar
la importancia de la baja actividad especifica obtenida con este biocatodo. En la literatura
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se suele hacer mucho hincapié en las bondades de este sistema de biocatodo sin
mediador por su alto potencial de reducciéon de oxigeno. Sin embargo, y como pone en
evidencia ese grafico, ese andlisis resulta incompleto ya que al poseer estos biocatodos
tan baja actividad especifica(del orden de los nA.cm™) hace que la bondad del bajo
sobrepotencial tenga poca importancia ya que la potencia total obtenida, debido a esta
actividad especifica, resulta despreciable. Por otro lado, en comparacién con el biocatodo
que emplea mediador estudiado en la parte A de este capitulo, la densidad de corriente
resulta unas 6000 veces inferior.
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5. EL EFECTO DE LA ULTIMA CAPA EN
ELECTRODOS ENZIMATICOS

En este capitulo se describe y analiza el efecto producido por la naturaleza y carga de la
ultima capa sobre los electrodos enzimaticos.

Se sabe, como ya se menciond previamente, que la propagacién de carga redox dentro
de un autoensamblado capa por capa electroactivo ocurre por salto de electrones con un
cierto coeficiente de difusidon (que puede ser estimado a partir de los experimentos de
impedancia electroquimica). Existen evidencias previas acerca de importantes efectos de
la carga y naturaleza de la ultima capa en estas estructuras nanomeétricas conteniendo
polielectrolitos redox (como PAH-Os). En particular, la adsorcidn de una polianién en la
ultima capa genera un impedimento en el fendmeno de salto de electrones (electron
hopping) que resulta en una disminucién de 3 érdenes de magnitud en el coeficiente de
difusién electrénico. Este efecto no habia sido estudiado anteriormente en electrodos
enzimdaticos. En este capitulo se extendid ese estudio a electrodos enzimdticos que
emplean PAH-Os.

Ademas, existe un efecto importante en la catalisis dependiendo de si la ultima capa es la
enzima o el polimero redox.

Se analizan en el presente capitulo estos dos efectos, en dos tipos distintos de electrodos
enzimdaticos: un electrodo de electroxidacidon biocatalitica de glucosa empleando la
enzima Glucosa Oxidasa y un electrodo de electroreduccion biocatalitica de oxigeno,
empleando Lacasa (el mismo que ha sido estudiado como biocatodo de celdas de
combustible).

Se emplearon distintas técnicas para la caracterizacién: Voltametria ciclica en presencia y
ausencia de sustrato, Microbalanza de cristal de Cuarzo, Elipsometria e Impedancia
Electroquimica.

ANTECEDENTES

En su trabajo, Hodak y col.?®

° reportaron que la propiedad de multicapas modificadas con
Polialilamina-Ferroceno dependian significativamente del nimero de capas, mostrando
una disminucién en la carga redox para las multicapas terminadas en GOx que tiene una
carga negativa.

Previamente se mostrd que al agregar una sola capa de PAH-Os sobre GO, la respuesta
catalitica aumenta significativamente y la cantidad de enzima cableada aumenta de 2.1 a

300

24/ sobre la cantidad total de enzima®®. Anzai y Col. *** demostraron en 2003 que las

299
300

Hodak J, Etchenique R, Calvo EJ, Singhal S, Bartlett PN. Langmuir, 1997, 13, 2708-2716.
Calvo EJ, Battaglini F, Danilowicz C, Wolosiuk A, Otero M. Faraday Discuss. 2000, 116, 47—-65.
301 ju AH, Anzai ). Langmuir 2003, 19, 4043-4046.
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propiedades redox de multicapas conteniendo polielectrolitos con ferroceno dependen
de la ultima capa depositada aun si estas Ultimas capas no contienen sitios redox.
Comparando entre PAH (Polialilamina) y PVS (Polivinilsulfato) como dultima capa,
demostraron que la carga redox y el potencial redox aparente varian dependiendo de la
naturaleza de la ultima capa. Obtuvieron densidades de cargas menores para las peliculas
terminadas en PVS y este efecto fue observado en multicapas delgadas y gruesas.

Xie y Granick®® reportaron que el equilibrio de disociacién del Acido Poli-Metaacrilico
dentro de las multicapas depende significativamente de la polaridad del polielectrolito en
la dltima capa.

El grupo del Dr. Ernesto Calvo demostré®®, con construcciones de polielectrolitos (sin
usar enzimas), mediante espectroscopia de impedancia electroquimica, que los films
terminados en polianiones exhiben un impedimento para la reversibilidad redox si se los
compara con films terminados en policationes y ademdas este efecto es anulado
completamente a alta fuerza idnica. En otras palabras, la capa de polianién impide la
reversibilidad redox sin que haya pérdida fisica de los centros redox.

Un anadlisis de graficos trompeta de voltametrias ciclicas (graficas de corriente
normalizada en funcidén del logaritmo de la velocidad de barrido) mostré que la adsorcidn
de polianiones en la ultima capa afecta la habilidad de los sitios redox de intercambiar
electrones, resultando en una disminucion del coeficiente de difusion en tres drdenes de

magnitud®*.

EL EFECTO DE UN POLIANION COMO ULTIMA CAPA

Caracterizacion mediante voltametrias ciclicas en presencia y ausencia de
sustrato

Se estudid el efecto que tiene una capa adicional de PVS sobre la cinética redox y el
comportamiento electrocatalitico. Estos resultados se muestran en las voltametrias de la
Figura 106 (medido en colaboraciéon con el Dr. Mario Tagliazucchi) para los dos electrodos
enzimaticos:

392 yie AF, Granick S. J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 3175-3176.

303 Tagliazucchi ME, Calvo EJ. J. Electroanal. Chem., 2007, 599, 249-259.
3% Tagliazucchi ME, Calvo EJ. ChemPhysChem, 2010, DOI: 10.1002/cphc.201000172.
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Figura 106. A: Ondas de corriente catalitica en funcién de potencial para PAH-Os/GOx terminada en PAH-Os y PVS. B:
idem para PAH-Os/Lac. Los experimentos se realizaron en buffer TRIS 20mM pH 7.5, KNO; (1=0.2 M), [glucosa]l=50
mM para GOx/PAH-Os y buffer HAcO/NaAcO 100mM pH 4.7, KNO; (I = 0.2 M), pO, = 1 atm usando un electrodo
rotatorio (9Hz) para Lac/PAH-Os. Velocidad de barrido 5mvs™.

Esto muestra que la inmersidon de las multicapas con GOx y Lac terminadas en PAH-Os en
soluciones de polianion (PVS) resulta en una abrupta disminucidon de la corriente
catalitica. Por lo tanto, en ambos casos, el polielectrolito lineal negativamente cargado
tiene un fuerte efecto de inhibicién.

Por otro lado, la Figura 107 (medida también en colaboracién con el Dr. Mario
Tagliazucchi) muestra voltamogramas en ausencia de sustrato antes y después de agregar
una capa extra de PVS sobre una pelicula enzimatica terminado en PAH-Os:
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Figura 107. Voltametria ciclica para el sistema PAH-Os/GOx (A) y PAH-Os/Lac (B) terminadas positivamente con PAH-
Os o negativamente con PVS. Los experimentos se llevaron a cabo usando v=5mvs™ para PAH-Os/GOx y v=100mVs™
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para PAH-Os/Lac. Los experimentos se realizaron en buffer TRIS 20mM pH 7.5, KNO; (1=0.2 M) para GOx/PAH-Os y
buffer HAcO/NaAcO 100mM pH 4.7, KNO; (I = 0.2 M), pO, = 0 atm para Lac/PAH-Os.

Se puede observar una abrupta caida en la carga redox (sitios de Osmio
electroquimicamente interrogables) y un aumento en la separacién de picos para las
multicapas de Lacasa y GOx. La Figura 107 B muestra que al aumentar la fuerza idnica de
0.2M a 2M en el caso de la pelicula terminada en PVS, hay una recuperacién casi
completa de la carga redox. Esto pone en evidencia que no existe desorcién del polimero
redox PAH-Os durante la adsorcion de PVS, este hecho fue confirmado por QCM.

El resultado de la Figura 107 es consistente con la completa ausencia de actividad
catalitica de los electrodos terminados en PVS mostrada en la Figura 106.

Caracterizacion mediante Impedancia Electroquimica

Hodak y col. *® describieron un efecto “diente de sierra” en la carga redox observada en
ausencia de glucosa para el sistema GOx/PAH- Ferroceno, con una caida en la carga redox
luego de la adsorcidn de la enzima anidnica. Esta caida observada en la carga, la que se
recupera luego de adsorber el polication (independiente de si es un policatién redox o no)
se puede relacionar con un impedimento cinético para acceder a todos los sitios redox en
el tiempo de la ventana experimental. La evidencia de estos cambios en la cinética del
transporte de carga ha sido complementada con resultados de impedancia
electroquimica en ausencia de sustrato, los cuales se muestran en la Figura 108 (medida
realizada en colaboracién con el Dr. Mario Tagliazucchi):
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Figura 108. Variacion de Y“@™ en funcién de logy, (f) para films PAH-Os,,,/GOx, (A) y PAH-Os,/Lac, (B). El niimero a
la izquierda de cada curva es el numero total de pasos de adsorcion(n+m). Los recuadros muestran la capacitancia a
baja frecuencia (f = 0.1 Hz) en funcidn del nimero de capas. Estos espectros de impedancia se adquirieron a E = [
en 20 mM buffer TRIS pH 7.5, 1=0.2M(KNO;) para PAH-Os/GOx y 0.1M HAcO/NaAcO buffer pH 4.7, 1 = 0.2 M (KNO3)
en atmosfera de Ar para PAH-Os/Lacasa.

Los resultados obtenidos con impedancia electroquimica para PAH-Os/GOx y PAH-Os/Lac
muestran la capacidad del electrodo en funcién del logaritmo de la frecuencia del
potencial alterno de perturbacion. La capacidad fue calculada como Y'/® donde Y es la
parte imaginaria de la impedancia al potencial redox aparente de la cupla Os(l1)/Os(lll)

306). Para electrodos no redox, como es el caso de

(que varia debido al potencial Donnan
electrodos autoensamblados sobre Au-MPS, la Unica contribucién a la capacidad surge de
procesos no faradaicos (carga de doble capa) y entonces la capacitancia es independiente
de la frecuencia, o sea Y '/w=Cp. donde Cp. es la capacidad de la doble capa. Los
electrodos con al menos una capa de PAH-Os ya muestran una contribucién adicional a la
capacidad del electrodo dada por la oxidacidén/reduccidn de los complejos, es decir, se
suma una capacitancia redox y entonces la capacidad a baja frecuencia es proporcional a
la carga redox en la pelicula®®. La reaccién redox dentro de la pelicula se comporta como
un proceso difusional y por lo tanto en un experimento con un tiempo caracteristico T

2 del electrodo

=1/f solo aquellos sitios que se encuentren a una distancia de (2Dpp.T)
pueden ser interrogados electroquimicamente. Esto implica que a frecuencias muy altas
(mayores que las mostradas en la Figura 108), la Unica contribucidn a la capacidad del
electrodo es Cp_ y por lo tanto todas las curvas deberian converger. A frecuencias mas
bajas la onda de difusion tiene mayor penetracién dentro de la pelicula resultando en un

aumento de la capacidad.

306 Tagliazucchi ME, Williams FJ, Calvo EJ. J. Phys. Chem. B, 2007, 111, 8105-8113.
307 Tagliazucchi ME, Calvo EJ. J. Electroanal. Chem., 2007, 599, 249-259.
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Finalmente, cuando la onda de difusidn alcanza la interfaz electrolito/pelicula, se observa
una capacidad constante Y''/w=Cp+Crepox donde Crepox €s la capacidad redox relacionada
con el nimero de sitios de Osmio por unidad de area (o) segun:

F?AT,,

C:REDOX 4RT

La curva para 5 capas en la Figura 108 A, (PAH-Os/GOx),-PAH-Os, sigue esta descripcion
ideal. A partir de la frecuencia a la que la curvatura de la curva cambia (f;=0.3Hz, la
frecuencia en la que la onda de difusion alcanza la interface solucidn/pelicula) y del
espesor de la pelicula d, se puede estimar un coeficiente de difusién como:

D,,p=0%f,/2=2-10"cm’s™

Este es muy similar al observado para las multicapas PAH-Os/PVS terminadas en PAH-Os
308309310 | 5 comparacién de las curvas de 1y 3 capas, en la Figura 108 A, muestra que la
frecuencia de transicion se desplaza a valores mayores cuando se disminuye el espesor de
la pelicula, tal como se espera a partir de ft,=2Dapp/d2. Desafortunadamente, este
comportamiento ideal no se observa en otros espectros en la figura ya que Cp. Y Crepox
no son capacidades ideales.

Una caracteristica interesante observada en la Figura 108 es que los films terminados con
PAH-Os (numero impar de capas) muestran sistematicamente una capacidad mas alta que
aquellos con una capa adicional de enzima.

En particular, los recuadros de la Figura 108 A y B muestran que la capacidad a baja
frecuencia aumenta al agregar PAH-Os y disminuye luego de la adsorcién enzimatica. El
efecto ha sido previamente reportado para peliculas PAH-Os/polianion y fue adjudicado a
una disminucion en el coeficiente de difusidon por salto de electrones para films
terminados en polianiénm. Cabe también mencionar que el efecto es menos marcado
para enzimas que para polianiones sintéticos lineales tales como PVS y es mas marcado
para GOx que para Lacasa. Este resultado puede indicar un rol importante de la densidad
de carga de la macromolécula cargada negativamente (se sugiere que aumenta en el
orden Lac<GOx< PVS) la que puede ser relacionada con la observacién de que el efecto
es anulado con alta la fuerza iénica.

Caracterizacion mediante Graficos de Trompeta

Las Figura 109 y Figura 110 (ambas medidas en colaboracion con el Dr. Mario
Tagliazucchi) muestran la dependencia de la posicién de los picos anddico y catddico con
la velocidad de barrido para multicapas terminadas en PAH-Os y PVS:

%% Tagliazucchi ME, Calvo EJ. ChemPhysChem, 2010, DOI: 10.1002/cphc.201000172.

Tagliazucchi ME, Williams FJ, Calvo EJ. J. Phys. Chem. B, 2007, 111, 8105-8113.
310 Tagliazucchi ME, Grumelli D, Bonazzola C, Calvo EJ. J. Nanosci. Nanotechnol., 2006, 6, 1731-1740.
311 Tagliazucchi ME, Calvo EJ. Electroanal. Chem., 2007, 599, 249-259.
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Figura 110. Dependencia de la posicion del pico de potencial con la velocidad de barrido (A) y del corriente pico
normalizada por la velocidad de barrido (B) para la oxidacion y reduccién de multicapas PAH-Os/Lac terminadas en
PVS. Las mediciones se llevaron a cabo en 0.1MHAcO/NaAcO buffer pH 4.7, | = 0.2 M (KNO3;) bajo Ar. Las lineas
solidas muestran el mejor ajuste con el modelo de difusion descripto previamente.

La separacién de picos con la velocidad de barrido, en el caso de la pelicula terminada con
capa positiva, es practicamente nula en el limite de la baja velocidad de barrido. Esto
indica una reversibilidad completa del proceso redox similar a lo observado con la cupla
incluida en una capa delgada. Sin embargo, al aumentar la velocidad de barrido se
produce un aumento en la separacién de picos, tal como se espera a partir del modelo de

312,313

Laviron para un proceso limitado por difusidon. Por otro lado, la pelicula terminada

en PVS exhibe una separacion de picos importante aun para la velocidad de barrido mas

312 aviron E. J. Electroanal. Chem. Interfacial Electrochem., 1980, 112, 1-9.
313 | aviron E, Roullier L, Degrand C. J. Electroanal. Chem. Interfacial Electrochem., 1980, 112, 11-23.
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baja, indicando que el comportamiento de capa delgada no puede ser obtenido en este
sistema. Para v > 50Vs™ existe una dependencia lineal de los picos de potenciales
oxidativos y reductivos con log(v) para ambas peliculas, lo cual sugiere una limitacion en
la transferencia de carga en la interfaz electrodo/pelicula.
Las corrientes de pico para los films terminados en PVS son mucho mas pequefias que
para una pelicula terminada en PAH-Os, poniendo en evidencia el impedimento del
proceso redox para la pelicula terminado en PVS.
Los datos experimentales se ajustaron a un modelo difusiénal®* asumiendo que el
espesor de la pelicula y el nUmero total de sitios redox se mantiene constante durante la
adsorcién de PVS. Los mejores valores de ajuste para la pelicula terminado en PAH-Os
fueron:

e Dapp:1x107%cm’s™

o ko:2.4x 10% cm.st

o E*:0.297V

e §5,:10 nm

o AEA"P:0.020V

Y los mejores valores de ajuste para los filmes terminados en PVS fueron:
o Dypp:lx 10" cm*s™
o ko:5x 10° cm.st
o E*.0.285V
o 54:0nm
o AEAPP:0.0V

La dramatica caida de 100 veces en el coeficiente aparente de difusion del electrén por
salto de electrones, D,y al adsorber PVS es similar al determinado previamente para las
peliculas no enzimaticas PAH-Os/PVS durante la adsorcién de PVS.

Evolucion temporal de los parametros del electrodo electrocatalitico

En la Figura 111 (medida en colaboracién con el Dr. Mario Tagliazucchi) se observa la
evolucion temporal de la corriente catalitica (A), la capacitancia a baja frecuencia (B), el
cambio en la parte imaginaria AX, y parte real AR de la impedancia del cristal de cuarzo
con referencia al cristal desnudo en agua, al adsorber PVS:

314 Tagliazucchi ME, Calvo EJ. ChemPhysChem, 2010, DOI: 10.1002/cphc.201000172.
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Figura 111. Corriente electrocatalitica a E=0.5V y [Glucosa]=50mM (A), evolucién temporal de la capacidad del
electrodo medida a 1Hz y a E=g"PP (B), y respuesta de QCM (C) para la adsorcién de PVS sobre una pelicula (PAH-
0Os/GOx);-PAH-Os (A y B) o (PAH-Os/GOx)¢-PAH-Os (C). Los experimentos se realizaron en 20 mM buffer TRIS pH 7.5, |
=0.2 M (KNOs). En t=0 se agregd una solucién concentrada de PVS para dar una concentracion final de 20mM de
PVS.

El transitorio de la Figura 111 A muestra una caida aguda a casi cero en la corriente
catalitica al adsorber PVS, en concordancia con el experimento de voltametria ciclica de la
Figura 106 A. La capacitancia de baja frecuencia en la Figura 111 B también disminuye
durante la adsorcion de PVS. Como se discutid anteriormente, esta cantidad tiene en
cuenta la componente capacitiva de la doble capa (independiente del espesor de pelicula)
y un componente redox relacionado con el numero de sitios de Osmio
electroquimicamente accesibles. Asi, el ensamblado de PVS causa una disminucién en la
carga redox que puede ser accedida en la escala de tiempo del experimento aunque no
hay perdida del Osmio hacia la solucion. Cabe destacar que la caida inducida por PVS en el
transitorio de la Figura 111 A es mas rapida que la observada en la Figura 111 By que la
corriente catalitica se vuelve despreciable aun cuando la voltametria ciclica de la pelicula
terminado en PVS (Figura 107 A) todavia muestra un pico redox de Os(Il)/Os(lll). Esto
sugiere que el PVS puede impedir no solo el salto difusidnal electrénico de sitio a sitio,
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sino que también la habilidad del Osmio para cablear a la enzima. Los transitorios de QCM
de la Figura 111 C muestran que ambos AR y AX, del circuito eléctrico equivalente de
Butterworth Van Dyke son afectadas por la adsorcion de PVS debido a cambios

31> Estos transitorios de

viscoelasticos significativos durante la adsorcion del polianién
QCM muestran un proceso rapido donde ambos AX, y AR rdpidamente aumentan con un
tiempo caracteristico de ~10s, seguido por un proceso mas lento que puede ser
relacionado con una lenta reorganizacién molecular de la pelicula. Se sugiere que el
mismo proceso inducido por la adsorcién de PVS que atenua la onda acustica en las
peliculas enzimaticas (aumento en AR) es responsable de la disminucion en 100 veces del
coeficiente de difusidn del electrdn, lo que resulta en una reduccién de la carga redox

accesible y la caida en la corriente catalitica.

EL EFECTO DE LA ULTIMA CAPA SOBRE EL CABLEADO

La Figura 112 (medida en colaboracién con el Dr. Mario Tagliazucchi) muestra las ondas
cataliticas en estado estacionario para la oxidacion de glucosa por GOx y mediada por
PAH-Os (Panel A) y la reduccién de oxigeno por Lacasa mediada por PAH-Os(Panel B),
respectivamente:
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Figura 112. Voltametrias ciclicas para el sistema GOx/PAH-Os (A) y Lac/PAH-Os (B) multicapas terminadas en capas
negativas (GOx) o en capas positivas (PAH-Os o PAH). Los experimentos se realizaron en buffer TRIS 20mM pH 7.5,
KNO; (1=0.2 M), [glucosa]=50 mM para GOx/PAH-Os y buffer HAcO/NaAcO 100mM pH 4.7, KNO; (I =0.2 M), pO, =1
atm usando un electrodo rotatorio (9Hz) para Lac/PAH-Os. Velocidad de barrido 5mvs™.

En el caso de la Figura 112 A se observa una dependencia Nernstiana tipica, como se
describe en otros trabajos316 para una multicapa negativamente cargada (PAH-0s;/GOx,),
y una mayor respuesta catalitica con la posterior adsorcidn de una capa positiva de PAH-
Os en la ultima capa. La adiciéon de una capa de polication no redox (PAH) también

315 Calvo EJ, Forzani E, Otero M. J. Electroanal. Chem., 2002, 538-539, 231-241.

318 Flexer V, Forzani E, Calvo EJ. Anal. Chem., 2006, 78, 399-407.
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aumenta la corriente catalitica respecto de una multicapa terminada en GOx pero a un
valor inferior que para la pelicula terminada en PAH-Os. Por lo tanto se pueden apreciar
dos efectos: 1) La catalisis se recupera por adsorcion de polication, sea PAH o PAH-Os, y
2) El cableado “desde arriba” y “desde debajo” de la enzima es mas eficiente que el
cableado solamente desde abajo tal como mostraron previamente Wolosiuk y col.*".
Para el sistema PAH-Osg¢/Lacs por otro lado, la inmersién en una solucién de PAH-Os
produce una disminucidn en la corriente catalitica de biocatodo de oxigeno con respecto
al electrodo terminado en Lacasa. Para entender por qué ocurre esto se estudid la
evolucidn del espesor elipsométrico y masa gravimétrica por microbalanza de cristal de
cuarzo.

Espesor elipsométrico y Microbalanza de cristal de Cuarzo

La Figura 113 A y B (medida en colaboracién con el Dr. Mario Tagliazucchi) muestra al
espesor elipsométrico en cada paso de adsorcién para los sistemas PAH-Os/Lac y PAH-
Os/GOx respectivamente:
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Figura 113. Espesor elipsométrico de multicapas para Lac/PAH-Os (A) y GOx/PAH-Os (B) en funcién del numero de
capas.

Asimismo, en la Figura 114 A y B se muestran las masas adsorbidas medidas por
Microbalanza de Cristal de Cuarzo, luego de cada paso de deposicidn y enjuague con
agua, para los sistemas PAH-Os/Lac y PAH-Os/GOx respectivamente:

317 calvo EJ, Wolosiuk A. ChemPhysChem, 2005, 6, 43—47.
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Figura 114. Masa medida con QCM para el sistema PAH-Os/Lacasa (A) y PAH-Os/GOx (B) en funcién del nimero de
capas. El recuadro de la figura muestra los transitorios de masa para un sistema (PAH-Os/Lac)s -PAH-Os expuesto a
una solucion de Lacasa en agua, enjuague con agua milliQ, soluciéon de PAH-Os y finalmente enjuague con agua.

Mientras que para el sistema GOx/PAH-Os hay un aumento en el espesor y la masa en
cada paso de adsorcion, para el sistema Lac/PAH-Os luego de cada paso de adsorcion de
PAH-Os, se produce una disminucion de las mismas. Sin embargo el espesor total y la
masa total aumentan con el nimero de bicapas.

Los resultados de la Figura 114 se interpretan como una desorcién parcial de Lacasa
cuando son expuestos a soluciones de policatién altamente cargado. Esto no ocurre para
la GOx bajo condiciones similares. Se sugiere que la Lacasa posee una menor carga
negativa sobre su superficie comparada con la Glucosa Oxidasa en las condiciones del
experimento, explicando su remociéon parcial por el polication. La perdida de enzima
explicaria, en el caso del sistema PAH-Os/Lacasa, porque la corriente catalitica cae luego
de adsorber PAH-Os, mientras que la naturaleza y magnitud de la carga en la ultima capa
determinan el comportamiento del sistema PAH-Os/GOx.

Caracterizacion mediante XPS

Como se vio en el capitulo 4B, es posible caracterizar mediante XPS superficies
funcionalizadas con Lacasa. De esta manera, se estudiaron los autoensamblados de Au-
MPS-Lacasa/PAH-Os mediante XPS, siguiendo las sefiales del cobre (Cu 2p3/,) y del Osmio
(Os4f). La Figura 115 muestra espectros XPS (medidos en colaboracion con el Dr. Federico
Williams) provenientes de autoensamblados capa por capa sobre sustratos de Oro planos,
en funcién del nimero de capas y de la naturaleza de la Ultima capa:
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Figura 115. Experimentos de XPS de electrodos con PAH-Os y Lacasa variando el nimero de capas y la naturaleza de
la dltima capa. A: Seial de Os 4f para superficies terminadas en PAH-Os (curvas rojas) y Lacasa (curvas negras). B:
Sefial de Cu 2p para peliculas terminadas en PAH-Os (curvas rojas) y Lacasa (curvas negras). C: Niumero de cuentas
cuantificando las aéreas de las figuras Ay B.

Se puede observar en la Figura 115 C que Las intensidades se mantienen constantes para
cada bicapa. Se sugiere que esto se debe principalmente a que el XPS solo “ve” un
espesor de alrededor de 6nm, es decir que en este caso practicamente solo esta
detectando la ultima capa.

La Lacasa posee un didmetro maximo de 6nm por lo que una monocapa de esta enzima
tendria este espesor. Sin embargo, a partir de los resultados de elipsometria de este
sistema (Figura 113 A) resulta que el espesor promedio aportado por cada paso de
deposicidn de Lacasa es de 23nm. Hay que tener en cuenta que en el caso de las medidas
de XPS el electrodo es sometido a ultra alto vacio y se espera que su contenido de agua
disminuya. Por este motivo es factible pensar que el espesor de 23nm medido por
elipsometria disminuya en ultra alto vacio. Lo mismo ocurre en el caso de la PAH-Os.

A partir de estos datos de XPS también se puede obtener la relacién molar Os:Cu. Del
analisis de la Figura 115 C se observa que la intensidad promedio de la sefial de Cobre es
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de 369 cuentas, mientras que la del Osmio es de 515. Esto da una relacion molar Os:Cu de
1.4. Por otro lado, la relacion molar que surge a partir de los datos de QCM vy
electroquimica mostrados en la Tabla 1 (Capitulo 4A), teniendo en cuenta que
[Cu]=4[Lac], arrojan una relacion de Os:Cu promedio de 0.8, lo cual muestra una buena
concordancia entre ambas mediciones.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La corriente catalitica en electrodos amperométricos enzimaticos construidos capa por
capa empleando enzimas cargadas negativamente y policationes redox, depende de la
naturaleza de la ultima capa. Para multicapas conteniendo GOx terminadas en PAH-Os, la
corriente catalitica es mayor que para peliculas terminadas en el mismo polication
electroinactivo, y estos ultimos tienen mayor actividad que una pelicula terminada en
GOx. Para el caso con Lacasa, la adsorcién del policatién remueve parcialmente la ultima
capa de enzima y esto resulta en una disminucién de la corriente catalitica.

Se estudio el rol de la carga adsorbiendo el polianién lineal PVS sobre el autoensamblado
terminado en policatién redox, y se encontréd que impide el mecanismo de salto de
electrones y el cableado de la enzima por el polielectrolito redox.

Los cambios viscoelasticos detectados con la balanza de cuarzo son consistentes con los
cambios en la multicapa enzimatica durante la adsorcién del PVS negativo.

171



6. Discusion y
Conclusiones Finales

172



6. DISCUSION Y CONCLUSIONES FINALES

Basado en las evidencias experimentales expuestas a lo largo de esta tesis, se procede en
esta seccion a resumir y exponer los aportes realizados con este trabajo, es decir, los
aspectos novedosos. Ademas, se exponen algunas discusiones que sirven como cierre de
esta tesis. Se comenzara esta seccidon con las discusiones y se culminara con las
conclusiones generales.

Discusiones

En el capitulo 3 se disefid un nanobiosensor basado en nanoparticulas cuya cascara
contiene enzima cableada, que responde a concentracién milimolar de glucosa en
solucién. El nanobiosensor puede ser interrogado como un biosensor fotdnico sin
contactos, a través de la recuperacién de la sefial de Os(ll) Raman resonante de Os(Il) a
partir de una muestra de 1uL conteniendo las nanoparticulas sobre Oro atdmicamente
plano, o sobre arreglos de cavidades nanoestructuradas de Ag para lograr un posterior
realce de la sefial. La respuesta a la concentracién de glucosa estd basada en el diferente
comportamiento Raman resonante de Os(ll) y Os(lll) del polimero que actia como cable
molecular. Ademas, el sistema de Os(ll) puede ser regenerado quimica o
electroquimicamente.

Todos los componentes para el reconocimiento molecular selectivo del sustrato de la
enzima, y la generaciéon de una sefal eléctrica y optica (es decir: el cable molecular de
Osmio vy la Glucosa Oxidasa) se encuentran autocontenidos en cada biosensor constituido
por una nanoparticula nucleo-cascara.

Se encontré ademas, en este trabajo, que las nanoparticulas de Oro amplifican la senal
Raman, por lo que no actuan solamente como un soporte para los componentes blandos
(enzima y polimero redox) sino que ademas amplifican la sefial y aportan a la sensibilidad
del sistema.

Este sistema integrado de enzima cableada en una particula de Oro conforma una
plataforma que en principio puede ser adaptada para sensar otro analito, diferente de la
glucosa sensada en este trabajo, remplazando la enzima Glucosa Oxidasa por una enzima
redox que reconozca otro tipo de sustrato.

Este diseno de biosensor basado en nanoparticulas de nucleo-cascara dio lugar a una
publicacidon en la revista Journal of the American Chemical Society en el afio 2008 al
representar un trabajo original y novedoso entre los tantos estudios de sensado de
glucosa publicados por la comunidad cientifica internacional.

En el capitulo 4 se estudié la enzima multicobre Lacasa proveniente del hongo Trametes
Trogii como componente en dos sistemas diferentes de electroreduccién biocatalitica de
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oxigeno. Ademads, se caracterizd a fondo esta enzima de alta relevancia en la industria
como decolorante textil y por sus aplicaciones en celdas de biocombustible.

En la parte A de este capitulo se llevé a cabo el estudio de un biocatodo de oxigeno
catalizado por la enzima Lacasa y mediado por un polimero redox, empleando
multicapas de Lacasa y PAH-Os (el polimero redox) de distintos espesores fabricadas
mediante el método de autoensamblado capa por capa, es decir en este caso, la
deposicién por inmersion alternada en soluciones de enzima y polielectrolito redox.

Bajo condiciones de reposo, es decir sin conveccion forzada, las curvas de polarizacion
mostraron pico e histéresis en la reduccién de O, y las curvas de corriente catalitica en
funcién de la concentracién de oxigeno presentaron una forma anormal. Estos efectos
fueron eliminados al agitar la soluciéon adyacente usando un electrodo de disco rotatorio
como electrodo de trabajo o mediante el intercalado de capas de Peroxidasa en la
multicapa.

La evidencia experimental presentada fue interpretada como formacidn biocatalitica de
perdxido de hidrégeno a partir de la reduccidon de oxigeno y su acumulacién dentro de la
pelicula enzimatica.

El perdoxido de hidrégeno fue detectado mediante la utilizacién de un microscopio
electroquimico de barrido (SECM) como producto de la electroreduccién de O, catalizada
por Lacasa y mediada por Os(ll). Los experimentos de control mostraron que el perdxido
de hidrégeno se forma a potenciales donde el O, no puede ser reducido en la superficie
subyacente de Oro y tampoco puede ser reducido por la especie Os(ll). La produccion de
H,0, detectada por el ultramicroelectrodo del SECM siguié el mismo comportamiento e
histéresis que la reduccién enzimatica de O,. Ademas, la inhibicién enzimatica con un
conocido inhibidor (Azida Sédica) cesdé la produccién de perdxido de hidréogeno,
demostrando claramente el origen enzimatico de esta produccion de peréxido de
hidrégeno.

Al agregar H,0, al electrolito se observd una inhibicidn de la corriente catalitica, ademas,
es importante destacar que esa inhibicidon es reversible, es decir, la actividad de Lacasa se
recupera luego de burbujear oxigeno en la solucién, desplazando el perdxido de
hidrogeno. El agregado de perdxido de hidrégeno a una solucion de Lacasa saturada con
aire, también resulté en una inhibicion de la actividad enzimatica medida por ABTS. Este
es el primer reporte de la accion inhibitoria del perdxido de hidréogeno exdgeno sobre la
Lacasa.

Todos estos hallazgos fueron también observados para Lacasa de Trametes Versicolor,
indicando que esta es una caracteristica general de la enzima Lacasa y no solamente de la
producida por el hongo Trametes Trogii. En un trabajo muy reciente®'® se reporté que la
produccién de perdxido de hidrégeno por electroreduccidon de oxigeno en el material de
soporte del carbdn causa desactivacion de Lacasa. En esta tesis sin embargo se demostré
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gue el peréxido de hidréogeno es formado a partir de la reduccion enzimatica del oxigeno
y no sobre el electrodo soporte y colector de corriente.

Esta nueva evidencia cinética presentada es de fundamental importancia para la
operacion de la mayoria de las celdas de combustible, que operan bajo condiciones de
reposo.

Este trabajo, por la extensa caracterizacion de la enzima, el hallazgo de la formacién
enzimdtica de H,0, y el efecto inhibitorio de este ultimo en la actividad enzimatica y en el
proceso de electroreduccién biocatalitica de O,, dio lugar a una publicacidn en la revista
Journal of the American Chemical Society en el afio 2010. En los nimerosos trabajos
previos sobre Lacasa en la comunicad cientifica internacional no se habia mostrado
previamente esta produccién enzimatica de H,0, ni el efecto inhibitorio del perdxido de
hidrégeno (ya sea producido enzimaticamente o agregado en forma exdgena) sobre la
enzima. Ademas, las implicancias de este descubrimiento en la operacién de bioceldas de
combustible hicieron que estos hallazgos cobren aun mayor relevancia debido a sus
consecuencias industriales.

Por otro lado, en la parte B de este capitulo se aprovechd y estudié la transferencia
electrdnica directa de Lacasa sobre superficies de carbono grafitico para llevar a cabo el
biocdtodo. Es decir, en este biocatodo no existe mediacidn entre el electrodo y la enzima:
la transferencia electrénica ocurre en forma directa.

Este estudio se realizé a distintas concentraciones de co-sustrato (oxigeno)
constituyéndose en el primer reporte en la literatura en mostrar el comportamiento de
dicho biocatodo a diferentes presiones parciales de oxigeno. Las curvas de calibracién
para este tipo de sistemas, entre las numerosas publicaciones que existen en la literatura
cientifica internacional sobre transferencia electronica directa de Lacasa, habian
permanecido ausentes. Las curvas de calibracion son fundamentales al momento de
realizar estudios de electrocatdlisis y completan el andlisis. Son estas curvas de
calibracién, juntamente con los voltagramas a diferentes presiones parciales de oxigeno,
las que por ejemplo llevaron en ultima instancia al importante descubrimiento de la
especie inhibidora en la parte A de este capitulo.

La voltametria de este sistema en medio acido y en condiciones anaerdbicas muestra una
ausencia de pico voltamétrico en el potencial del T4, revelando una gran corriente
capacitiva aun a bajas velocidades de barrido (de 5mVs™) debido a la alta superficie real
del electrodo. En condiciones de saturacion de oxigeno en cambio, se desarrolla una clara
onda catalitica observandose el comienzo de la reduccion de oxigeno en 0.61V vs.
Ag/AgCl. Este potencial corresponde a un potencial termodindmico de 1.155V,
confirmando el bajo sobrepotencial de la reaccidon de reduccion de oxigeno cuando esta
es catalizada por Lacasa.

Las curvas de calibracién para este biocatodo mostraron un comportamiento sigmoideo
para el caso de un electrodo altamente rugoso. En cambio cuando se empled un
electrodo rotatorio del mismo material pulido, se observd un comportamiento mas
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parecido a Michaelis-Menten en las curvas de calibracién (corriente en funcion de
concentracién de oxigeno). Este resultado coincide con el del sistema mediado en el que
se observa comportamiento Michaeliano para el caso de pelicula delgada y sigmoideo
para el caso de pelicula gruesa. Esto sugiere que las arquitecturas porosas/rugosas o
peliculas gruesas favorecen la acumulacion y retencién de peréxido de hidrégeno.

Se demostré también en este caso la inhibicidon de la actividad catalitica por parte de
perdxido de hidrégeno incubando el carbono modificado con una solucién 15uM de dicho
perdxido. Se comprobd asimismo la inhibicion por fluoruro y el desplazamiento parcial de
éste por perdxido de hidrégeno, confirmando los resultados electroquimicos y de
espectroscopia UV-Vis de la parte A de este capitulo.

De gran importancia resulté también la confirmacion de la bajisima actividad especifica
de este biocatodo. Ya se ha comentado antes (Capitulo 4B) acerca del hincapié que se
hace en la literatura en la gran ventaja de la enzima Lacasa como componente de una
celda de biocombustible por su alto potencial de oxidacién debido al T; (practicamente
ocurre sin sobrepotencial); y al hacer esto se ha menospreciado la bajisima actividad
especifica (densidad de corriente) de estos sistemas que los convierten en opciones muy
poco viables para celdas de combustible. En esta tesis ha quedado en claro que a pesar
del bajo sobrepotencial, este sistema no seria apto como celda de combustible debido a
esta pobre actividad especifica. Por otro lado, en comparacién con el biocatodo que
emplea mediador estudiado en la parte A de este capitulo, la densidad de corriente
resulta unas 6000 veces inferior. Se ha visto en esta tesis que, en el sistema mediado,
comparado con el sistema no mediado, lo que se gana en corriente es ordenes de
magnitud mayor que lo que se pierde en voltaje, determinando que a efectos de potencia
entregada sea el sistema mediado el claro “ganador”.

Es muy importante destacar también que este trabajo constituye el primer reporte de
deteccidon del cobre enzimatico de la Lacasa sobre una superficie mediante un equipo de
XPS.

Finalmente, en el capitulo cinco se estudidé la dependencia de la corriente catalitica en
electrodos amperométricos enzimaticos (construidos mediante autoensamblado capa por
capa empleando enzimas cargadas negativamente y policationes redox), con la carga y
naturaleza de la ultima capa.

Se encontrd que, para multicapas conteniendo GOx terminadas en PAH-Os, la corriente
catalitica es mayor que para peliculas terminadas en el mismo polication electroinactivo,
y estos ultimos tienen mayor actividad que una pelicula terminado en GOx. Para el caso
con Lacasa, la adsorcion del polication elimina parcialmente la Ultima capa de enzima y
esto resulta en una disminucion de la corriente catalitica.

Se estudio el rol de la carga adsorbiendo el polianion lineal polivinil sulfonato (PVS) sobre
la pelicula de enzima y poliectrolito autoensamblada y cuya ultima capa es el polication
redox, y se encontré que impide el mecanismo de transferencia de electrones y la
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conexion (cableado) de la enzima por el polielectrolito redox, resultado que coincide con
los estudios previos en peliculas autoensambladas de polielectrolitos no enzimaticos.
Ademas, los cambios viscoelasticos detectados con la balanza de cuarzo fueron
consistentes con los cambios en la multicapa enzimatica durante la adsorcién del PVS
negativo.

Conclusiones generales

El sistema de reconocimiento molecular nucleo-cascara constituido por nanoparticulas de
Oro y una cdscara de materia blanda integrada por una enzima redox y su cable molecular
(el polimero redox):
1. Constituye el primer sistema autoensamblado capa por capa de una enzima
cableada sobre nanoparticulas.
2. Constituye el primer nanobiosensor dptico basado en una enzima redox conectada
eléctricamente mediante un polimero redox (“cableada”).
3. El sensor Optico permite ademas ser modulado quimica o electroquimicamente
mediante la regeneracion de Os(ll) activo en Raman.

Las conclusiones del estudio de biocatodos de oxigeno basados en la catalisis redox de la
enzima Lacasa, que posee un alto potencial redox para intercambiar electrones ya sea con
mediadores redox (primer caso) o con electrodos mediante transferencia electrdnica
(segundo caso) se presentan a continuacién, comenzando con el primer caso:

1. Se encontré que durante la electroreduccion de oxigeno, la enzima Lacasa
produce pequeiias cantidades de perdxido de hidrégeno.

2. Se encontré ademads que ese peroéxido de hidrégeno es de origen enzimatico y no
es formado en el electrodo base dado que la inhibicién de la enzima con Cloruro o
Azida detiene la formacion de perdxido.

3. Se demostré que la forma anormal de las curvas de corriente electrocatalitica de
reducidn de oxigeno vs. concentracidn de oxigeno (curvas de calibracién) depende
de las condiciones de transporte de masa, siendo la primera evidencia de este tipo
ya que los informes de la bibliografia se refieren Unicamente a condiciones de
conveccion forzada para los biocatodos de este tipo.

4. Se demostrd que el Mecanismo de Solomon que predice la reduccién de oxigeno
por 4 electrones sin produccion de perdxido de hidrogeno en el electrolito no es
completo, al no tener en cuenta el camino de la desorcidon del perdxido de
hidrégeno, que se observa en el presente estudio.

5. Este biocatodo, en condiciones de conveccién forzada, posee una actividad
especifica considerable (0.3mA.cm?) a un potencial de 0.3V lo cual lo convierte en
un posible candidato para su implementacidn en celdas de biocombustible.

En el segundo caso (sistema basado en la transferencia directa de electrones entre el
electrodo vy el sitio enzimatico de Cobre T4):
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1. Se llevd a cabo el estudio de la corriente catalitica del biocatodo de oxigeno en
funcién de la presidon parcial de oxigeno con catalisis de la enzima lacasa vy
transferencia electrénica directa de desde el electrodo. Este es el primer informe
en mostrar estas curvas de calibracidn.

2. Se detectdé mediante espectroscopia fotoelectrénica XPS el cobre contenido en la
enzima adsorbida sobre el electrodo de carbono. Este es el primer reporte de la
deteccion de los 4 dtomos de Cobre enzimaticos en electrodos enzimaticos no
mediados, donde las concentracidnes superficiales de enzima son del orden de
picomoles.cm”.

3. Este biocdtodo a pesar de su alto potencial de celda, debido a su bajisima
actividad especifica (nA.cm™) no es adecuado para ser implementado en celdas de
biocombustible.

En relacién al efecto de la naturaleza de la carga en la ultima capa en multicapas auto-
ensambladas capa-por-capa se concluye que:
1. La corriente catalitica en electrodos enzimaticos tiene una fuerte dependencia con
la carga de la ultima capa.
2. Los polianiones en la ultima capa resultan en una caida practicamente a cero en la
corriente catalitica.
3. La caida en la corriente catalitica se correlaciona con un impedimento en el
proceso de transferencia electrénica (electron hopping) que se ve reflejado en una
disminucion en dos 6rdenes de magnitud del coeficiente de difusion del electrén.

Como comentario final de esta tesis se desea destacar la enorme importancia, poder y
versatilidad del método de autoensamblado capa por capa. Este método, introducido por
el Dr. Gero Decher en el afio 1991, aun hoy, veinte afios después, sigue mostrando
variaciones y novedosas aplicaciones. Fue este método el que permitid en esta tesis el
desarrollo de un original y sensible sensor éptico basado en nanoparticulas de Oro,
mediante la integracién de multiples capas de una enzima cableada sobre nanoparticulas
de Oro en solucion.

Fue esta técnica también, mediante el fino control que brinda (como por ejemplo la fina
variacion del espesor de la pelicula) la que permitié el descubrimiento de la produccién
enzimatica de peréxido de hidrogeno. Fue esta herramienta de arquitectura
macromolecular la que puso en evidencia los pequefios indicios que llevaron en ultima
instancia al gran descubrimiento de la formacidén enzimatica de perdxido de hidrogeno y
la accion inhibitoria que este tiene sobre la enzima.
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