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RESUMEN 
APLICACIONES DE ELECTRODOS ENZIMÁTICOS Y MULTICAPAS ENZIMÁTICAS EN BIOSENSORES Y BIOCELDAS 

DE COMBUSTIBLE 

El presente trabajo de tesis se basa en el estudio de multicapas enzimáticas y electrodos 
enzimáticos destinados a la fabricación de biosensores y biocátodos 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 diseño de un nuevo biosensor que 
brinde posibilidades de sensado únicas y permita sensar diferentes analitos. A este 
respecto se construyó el primer nanobiosensor óptico autoensamblando capa por capa 
esos dos componentes sobre la superficie de nanopartículas de Oro para dar una 
transducción óptica que además aprovecha las propiedades plasmonicas de las 
nanopartículas 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 
dirección, se estudió el sistema Lacasa/PAH-Os como biocátodo para celdas de 
combustible (la Lacasa es una enzima redox que cataliza la oxidación de bifenoles 
reduciendo O2 a H20). Se encontró que durante la electroreducción de oxígeno, catalizada 
por Lacasa y mediada por PAH-Os,  la enzima produce pequeñas cantidades de peróxido 
de hidrógeno (que además la inhiben), demostrándose que el mecanismo de Solomon, 
que predice la reducción de oxígeno por 4 electrones sin producción de H2O2 es 
incompleto, al no tener en cuenta el camino de la desorción del H2O2 observado en el 
presente estudio. Este biocátodo, en condiciones de convección forzada, posee una 
actividad específica considerable de 0.3mA.cm-2 a un potencial de 0.3V lo cual lo 
convierte en un posible candidato para su implementación en celdas de biocombustible. 
Se comparó además este biocátodo con el sistema que emplea transferencia electrónica 
directa de la enzima con una superficie de carbono grafitico, mostrándose además por 
primera vez las curvas de calibración de de un sistema de este tipo. Se compararon 
ambos biocátodos entre sí y a éstos con un cátodo de Platino, concluyendo que el 
biocátodo no mediado no es apto para la producción de potencia eléctrica debido a una 
bajísima actividad específica. 
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 fenómeno de transporte 
electrónico, se estudió este mismo fenómeno en los dos electrodos enzimáticos (PAH-
Os/Lac, PAH-Os/GOx), observándose que el proceso biocatalítico es seriamente impedido 
por la adsorción de un polianión, reflejado a través de la abrupta caída en el coeficiente 
de difusión del electrón. 
 
Palabras clave: Autoensamblado capa por capa, Electrodo enzimático, biosensor, 

nanopartículas de Oro, Dispersión Raman, Lacasa, Celdas de combustible, Transferencia 

electrónica directa, biocátodo, polímero de Osmio, peróxido de hidrogeno, efecto última 

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 (lbl) 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 lbl 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-Os) 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 O2 to H2O). 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 H2O2 also inhibits it), thus showing that 
“oloŵoŶ͛s ŵeĐhaŶisŵ ǁhiĐh pƌediĐts the ƌeduĐtioŶ of O2 by 4 electrons without 
production of H2O2 is incomplete, since it does not take into account the desorption path 
of H2O2 observed in this study. This biocathode under forced convection has a 
considerable specific activity of 0.3mA.cm-2 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. INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 
El presente trabajo de tesis se basa en el estudio de multicapas enzimáticas y electrodos 

enzimáticos destinados a la fabricación de biosensores y biocátodos 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 múltiples y complementarias 

técnicas de superficie y se analizaron principalmente por técnicas electroquímicas. 

El objetivo general ha sido estudiar la respuesta electroquímica u óptica de los mismos,  

sus propiedades fisicoquímicas así también como su aplicación en el desarrollo de 

biosensores y bioceldas de combustible.  

En este capítulo se presenta el marco conceptual que motivó este trabajo de tesis 

juntamente con los objetivos perseguidos y una breve descripción del contenido de cada 

uno de los capítulos que lo componen. 

 

ESTRUCTURAS SUPRAMOLECULARES 

Autoensamblado y autoorganización 

Dentro del campo de la ciencia de materiales se ha desarrollado en las últimas décadas 

una importante confluencia de diversas ramas de la química en las que componentes 

biológicos, poliméricos y orgánicos se han sumado a los clásicos materiales inorgánicos o 

metales. Se crea así un campo interdisciplinario donde es posible desarrollar dispositivos 

altamente integrados que combinan procesos químicos y físicos con aquellos de tipo 

biológico. 

Así, la limitación de ciertos procesos en la naturaleza ha conducido a la búsqueda de 

sistemas autoorganizados expandiendo el mundo molecular de la química al dominio 

supramolecular. 

Surge en este contexto el término de sistema autoensamblado como la evolución de uno 

o más componentes hacia un confinamiento espacial mediante conexiones espontáneas 

dándose la formación de entidades discretas o extendidas a escala molecular (covalente) 

o supramolecular (no covalente)1. 

 

Autoensamblado asistido: el reconocimiento molecular 

Gran parte de los primeros estudios que dieron lugar al término de química 

supramolecular estuvieron orientados al diseño de compuestos capaces de complejar 

selectivamente cationes. A partir de estas investigaciones surgió el concepto de 

reconocimiento molecular, entendido como un proceso que involucra una serie de 

                                                      
1 Lehn, J-M. Supramolecular Chemistry. Concepts and perspectives. VCH: Weinheim, 1995 
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interacciones moleculares bien definidas resultando en una unión con un propósito 

especifico2. De esta manera, una simple unión química 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 información, ya sea en la arquitectura del receptor, 

en sus sitios de unión o en la unión con el ligando, sino que esta información actúa sobre 

el sistema interviniendo en reacciones, procesos de transporte y/o regulación metabólica. 

El reconocimiento implica entonces, una complementariedad geométrica y de 

interacciones entre las partes involucradas. Esta idea, resumida por Emil Fischer con su 

apƌoǆiŵaĐióŶ ͞llaǀe-Đeƌƌaduƌa͟3 para describir las interacciones bioquímicas, encontró su 

equivalente químico en la síntesis de los éter corona. Estos compuestos diseñados para 

͞atƌapaƌ͟ ĐatioŶes seleĐtiǀaŵeŶte haŶ eǀoluĐioŶado haĐia uŶa ŵultitud de Đoŵpuestos, 
como los criptatos4. Estas especies, unidas a un polímero o libres en solución, han sido 

empleadas para extracción selectiva de iones, separación isotópica y remoción de 

metales tóxicos. 

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 inorgánicos de coordinación se logró  la 

formación de arquitecturas metalo-supramoleculares bien definidas compuestas de 

ligandos orgánicos e iones de metales de transición. Estos últimos siƌǀeŶ de ͞ĐeŵeŶto͟ 
para mantener a los ligandos orientados en una dirección predeterminada.  

El autoensamblado como estrategia de síntesis ha estado confinado al ámbito de las 

moléculas porque en general, la química ha estado tradicionalmente circunscripta a esos 

límites. Sin embargo, la interpenetración de las disciplinas químicas con las biológicas y 

las ciencias de materiales junto con las necesidades tecnológicas de obtener estructuras 

micro y nanométricas han ampliado el campo de lo meramente molecular. George 

Whitesides5 distingue tres nuevas categorías de elementos en las que el proceso de 

autoensamblado se ha vuelto importante y que se diferencian según el tamaño de los 

mismos: elementos en escala molecular, en nanoescala (donde encontramos coloides, 

nanocables, nanoesferas y estructuras relacionadas) y elementos mesometricos a 

macroscópicos, en la que se tiene objetos con dimensiones que varían desde los micrones 

a centímetros. 

De esta manera, el reconocimiento molecular, el autoensamblado y la autoorganización 

abren el abanico de posibilidades de la química de materiales hacia un área de materiales 

supramoleculares más complejos, posibilitando la generación controlada de arquitecturas 

y diseños en capas moleculares, películas, membranas o micelas. De esta forma, la 

fabricación de dispositivos en escala micro y nanoscopica estará basada en interacciones 

moleculares de distintos elementos que, cooperativamente, resultarán en la estructura 

deseada. 

                                                      
2 Lehn JM. Supramolecular Chemistry. Concepts and perspectives. VCH: Weinheim, 1995 
3 Fischer, E. Ver Dt. Chem Ges. 1894, 27,2985 
4 Amendola V, Bergamaschi V,  Buttafava A, Fabbrizzi F, Monzani E. J. Am. Chem. Soc., 2010, 132 (1), pp 147–156 
5 Whitesides GM, Boncheva M. Proc. Natl. Acad. Sci 2002, 99. 4769 
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ENZIMAS 

Las enzimas, catalizadores biológicos, son macromoléculas involucradas en númerosas 

transformaciones químicas. La gran mayoría de las enzimas son proteínas, polímeros 

lineales y no ramificados de veinte aminoácidos diferentes, aunque se han incorporado a 

este grupo, recientemente, ciertas moléculas de ARN con actividad catalítica6. La alta 

especificidad, tanto en la reacción que catalizan como en la selección de las sustancias 

reaccionantes (sustratos), resulta ser su característica más sobresaliente. Dentro de la 

variedad de reacciones en las que intervienen nos ocuparemos principalmente de las 

enzimas que participan en procesos de oxido-reducción 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 específicamente y 

transformados químicamente en productos (P) con una velocidad  108 – 1020 veces mayor 

que en ausencia de la enzima bajo las mismas condiciones. 

La capacidad catalítica enzimática varía 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 bioquímicas las enzimas pueden extraerse de los organismos que las 

sintetizan y trabajar con ellas ͞in vitro͟, incorporándolas  al sistemas de interés.  

 

Enzimas redox 

Un grupo muy importante de enzimas son las denominadas enzimas redox, u 

óxidorreductasas. Estas son enzimas que catalizan reacciones redox, donde una molécula 

se oxida y otra se reduce; esto se encuentra representado en la Figura 1: 

 

 
Figura 1. Representación esquemática del mecanismo catalítico de una enzima oxidorreductasa. Los suďíŶdiĐes ͞oǆ͟ Ǉ 
͞ƌed͟ representan oxidado y reducido 

 

                                                      
6 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 continuación 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 proteína alterna entre sus dos estados redox. 

Esto permite repetir el proceso biocatalítico conduciendo a un estado estacionario. 

El mediador, también una especie redox,  tomará o cederá electrones de la enzima para 

reconvertirla a su estado de oxidación original.  Estas enzimas también son conocidas 

como enzimas de dos sustratos, conociéndose comúnmente 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 metabólicos como la fotosíntesis y la respiración. Dado que la enzima alterna 

entre dos estados de oxidación para convertir sustrato en producto es frecuente hablar 

de un mecanismo ping-pong. 

En la clasificación de las enzimas, las oxidorreductasas son mayoritarias respecto a las 

otras categorías. La mayoría de las enzimas redox forman complejos con metales (Fe, Cu, 

Mo) compuestos  orgánicos (flavinas, quinonas) u organometálicos (Fe-hemo).  

Es posible emplear un cosustrato artificial, es decir, uno diferente al de la enzima en la 

naturaleza, para transducir el proceso enzimático 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 óptica específica.  

Esto es lo que se ha hecho en gran parte de esta tesis, empleando como mediador, un 

políŵeƌo ƌedoǆ ͞PAH-Os͟ Ƌue Đuŵple la doďle fuŶĐióŶ de 1) conectar eléctricamente con 

el sitio aĐtiǀo ;de aƋuí eŶ adelaŶte ͞Đaďleaƌ͟Ϳ de la enzima redox y 2) de permitir el 

autoensamblado capa por capa. Este polímero sintético tiene interesantes propiedades 

ópticas y eléctricas que serán vistas  más adelante. 

Si el mediador forma parte de un electrodo entonces la transferencia electrónica entre el 

cosustrato y/o la enzima y la superficie del dispositivo implica un pasaje de electrones 

que puede ser medido y asociado a la concentración del sustrato. Este es el principio de 

funcionamiento de un biosensor amperométrico. Analizando la Figura 1 se observa que 

también se podría monitorear un cambio en alguna propiedad óptica del mediador, 

sustrato o enzima frente al cambio de estado redox y, de esta manera, se obtendría un 

biosensor óptico. Si el mediador se elige o sintetiza para que tenga propiedades ópticas 

útiles, se pueden desarrollar sensores altamente sensibles. Tal es el caso de ciertos 

biosensores en los que se monitorea la fluorescencia del mediador7 que cablea una 

enzima, o por ejemplo, la señal Resonante de Raman de un mediador soluble que 

participa en el reconocimiento de un antígeno en un inmunoensayo ELISA8,9, lo cual 

permite una sensibilidad en la detección del analito de pg.mL-1. 

 

                                                      
7 Virel A, Sanchez-Lopez J, Saa L, García AC, Pavlov V. Chemistry. 2009 Jun 15;15(25):6194-8.. 
8 Laing S, Hernandez-Santana A, Sassmannshausen J, Asquith DL, McInnes IB, Faulds K, Graham D. Anal Chem. 2011 Jan 
1;83(1):297-302. Epub 2010 Dec 1. 
9 Stevenson R, Ingram A, Leung H, McMillan DC, Graham D. Analyst. 2009 May;134(5):842-4. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Virel%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sanchez-Lopez%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Saa%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Garc%C3%ADa%20AC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pavlov%20V%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Chemistry.');
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Glucosa oxidasa 

La enzima glucosa oxidasa (GOx, EC 1.1.3.4) es una flavoproteina que cataliza la 

conversión de la -D glucosa a D-gluconolactona y H2O2 utilizando O2 como oxidante; 

posteriormente, la hidrólisis de la D-gluconolactona produce acido gluconico (Figura 2). 

Esta enzima es altamente especifica hacia la  -D glucopiranosa ya que muestra una 

actividad muy baja con isómeros, análogos y otros azucares. Aunque el O2 es el oxidante 

más efectivo la enzima es eficiente con otros aceptores de hidrógeno  como 2,6 

diclorofenolindofenol, quinonas, o ferrocenos. 
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Figura 2. OǆidaĐióŶ β-D glucosa a D-gluconolactona catalizada por la enzima glucosa oxidasa (GOx) y la posterior 
hidrólisis del anillo lactámico. 

 

Númerosos organismos inferiores (hongos y levaduras) sintetizan la GOx y la excretan al 

medio exterior. Aparentemente su función principal es la generación de H2O2 para la 

acción de las peroxidasas implicadas en la degradación de la lignina10. 

La acción catalítica de la enzima sigue el mecanismo de ping pong explicado 

anteriormente: 

 

22ox(FAD)
k

2)red(FADH

)red(FADH
kcat

ox(FAD)

ox(FAD)
K

ox(FAD)

OHEOE

tonagluconolacEglucosaE

glucosaEglucosaE

2

2

M





 

 

Donde Eox(FAD)-glucosa denota el complejo enzima-sustrato 

 

 

Los valores reportados11 12para las constantes cinéticas para esta reacción son: kcat : 900 s-

1 ; KMS: 68mM; k : 1.6x106 M-1s-1  . La GOx excretada por el hongo Aspergillus Níger es un 

homodimero de peso molecular que varía entre 150 y 180kDa, cuyo punto isoeléctrico es 

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

                                                      
10 Daniel F,Volc J, Kubatova E. Applied and Environmental Microbiology, JULY 1994, p. 2524-2532 
11 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. 
13 www.brenda-enzymes.org 
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firmemente unido por interacciones no covalentes. La disociación de ambas subunidades 

provoca la pérdida de este cofactor14. La secuencia de aminoácidos determinada a partir 

de la secuencia de DNA15,16 presenta 583 residuos y se ha determinado aproximadamente 

que 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% 17,18. El 

clivaje enzimático de los azúcares unidos a la enzima afecta levemente tanto su 

estabilidad en soluciones de pH ácido como sus constantes cinéticas. 

La morfología general del monómero es la de un esferoide compacto de dimensiones 60 

Å x 52 Å x 37 Å  mientras que el dímero posee 60 Å x 52 Å x 77 Å. La molécula posee dos 

dominios estructurales separados como se muestra en la Figura 3. Los dos monómeros 

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

 

 
Figura 3. A: Estructura de Rayos X del dímero de GOx deglicosilado en un 95% . B: Estructura del monómero. GOx de 
Aspergillus Niger (Código PDB: 1CF3). Se ven el FAD (naranja en A, verde en B), las α-hélices y las hojas-β.  

 

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 catálisis. Estos grupos 

cromóforos presentan máximos de absorción a 377nm y 455nm en el espectro UV-Vis y 

se muestran en la Figura 4: 

 

                                                      
14 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 
16 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 
17 Kalisz HM, Hecht HJ, Schomburg D, Schmid RD. J Mol.Biol. 1990,213,207-209 
18 Hecht HJ, Kalisz HM, Hendle J, Schmid RD, Schomburg D. J.Mol. Biol. 1993, 229, 153 
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Figura 4. Estructura química 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. 

 

Estudios espectroscópicos han demostrado que existe fluorescencia en el UV con un 

máximo de emisión a 334nm y dos máximos de excitación 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 aminoácidos adyacentes al grupo prostético. 

Los sitios FAD, separados a 27Å entre sí, están situados cerca de la interface dimerica 

donde la ribosa y el grupo pirofosfato se hallan comprometidos en uniones de tipo 

puente hidrógeno. 

Las flavoenzimas catalizan una gran variedad de procesos bioquímicos: dehidrogenación 

de sustratos, transporte electrónico, activación de oxígeno, bioluminiscencia y 

fototropismo19. 

En esta tesis se empleo la enzima Glucosa Oxidasa para fabricar un biosensor fotónico de 

glucosa basado en nanopartículas (Capitulo 3). Este sistema representa además 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 oxidación de un compuesto mediada 

por H2O2: 

 

O2H2AOH2AH 2
Peroxidasa

22    

 

La mayoría de las peroxidasas contienen un grupo hemo, representado en la Figura 5, 

involucrado en el proceso de oxidación de una variedad de donores de hidrógeno. El 

                                                      
19 Ghila S, Massey V. Biochim. Biophys. Acta 1986, 239,1 
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entorno de este grupo está determinado por la presencia de dos ligandos de histidina, L y 

L͛. Es posible distinguir un ligando proximal que interactúa fuertemente con el metal de la 

porfirina mientras que el otro, más alejado, forma parte de un entorno distal con otros 

aminoácidos donde se coordina el sustrato.  Estas histidinas en particular son residuos 

que 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 bioquímicos en 

plantas incluyendo biosíntesis de lignina, polimerización de extensinas, metabolismo de 

auxinas y resistencia a enfermedades20,21. Dentro de esta familia, la peroxidasa de rábano 

(HRP) particularmente la isoenzima C, es la mejor estudiada en sus aspectos estructurales 

catalíticos y mecanismo de acción. La HRP es empleada en númerosas aplicaciones 

tecnológicas: ensayos de diagnóstico (ej. ELISA)22, biosensores amperométricos23,24, y 

síntesis de polímeros25. 

Una peroxidasa relativamente nueva, la Peroxidasa de Soja (SBP) (1.11.1.7), atrajo la 

atención de los investigadores debido a su alta estabilidad térmica incluso a bajos pH y la 

particularidad de tener actividad en solventes orgánicos26. Esta peroxidasa es expresada 

en el tegumento de la semilla de soja como una sola isoenzima y hasta el momento, su 

función en la planta resulta desconocida. La electroforésis SDS-PAGE indica que la 

isoenzima posee una masa molecular de aproximadamente 37kDa27, mientras que el 

isoelectroenfoque señala que tiene un pI de 4.1. Por otra parte, el tratamiento de la 

enzima con glicopeptidasas junto con estudios de espectroscopía de masa MALDI TOF 

concluyeron que los carbohidratos unidos a la proteína representan un 18,2%  de la masa 

de la SBP. 

La expresión de la enzima en E. Coli permitió 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 
21 Van Hustee RB. Annu. Rev. Plant Physiol. 1987, 38, 205 
22 Gostling JP. Chem. 1990, 36,1408. 
23 Bartlett PN, Birkin PR, Palmisano F, De Benedetto GJ. Chem. Soc. Faraday Trans. 1996, 92,3123 
24 Ruzgas T, Csoregi E, Emneus J, Gorton L, Marko-Varga G. Anal. Chim. Acta 1996, 330, 123 
25 Fukuoka T, Tonami H, Maruichi N, Uyama H, Kobayas S, Hideyuki H. Macromolecules. 2000, 33, 9152 
26 Blinkovsky AM, Mc Eldoon JP, Arnold JM, Dordick JS. Appl. Biochem. Biotechnol. 1994, 49, 153 
27 Gillikin, J.W.; Graham, J.S. Plant Physiol. 1992, 96,214 
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cantidades de enzima obtenida facilitaron la preparación de cristales para determinar la 

estructura de Rayos X de la proteína deglicosilada28 con una resolución de 2.8 Å tal como 

se muestra en la siguiente figura: 

 

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

2+
. 

 

Dadas las atractivas características de esta enzima, sus perspectivas de uso en 

biosensores han estado dirigidas a dispositivos amperométricos para detectar H2O2 en 

medio ácido29 y a altas temperaturas30. 

 

Lacasa 

La oxidorreductasa Lacasa (EC 1.10.3.2; benzenediol: oxygen oxidoreductase) es una 

metaloenzima monomerica que cataliza la oxidación de bifenoles y la reducción mediante 

cuatro electrones de oxígeno molecular a agua. Las reacciones que ocurren en la 

naturaleza son: 

       O2H)4Cu(2LacES4HO)4Cu(1Lac

2Fenol)4Cu(1Lac)4Cu(2Lac2Fenol

22

oxred





 

 

Su función 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 

lignina31.  

                                                      
28 Henriksen A, Mirza O, Indiani C, Teilum K, Smulevich G, Welinder KG, Gahhede M. Protein Science. 2001, 10, 108 
29 Wang, B.; Li, B.; Wang, Z.; Wang Q.; Dong, S. Anal Chem. 1999,71,1935 
30 Kenausis G, Chen Q, Heller A. Anal Chem. 1997, 69, 1054 
31 Levin L, Forchiassin F, Ramos AM. Mycologia. 2002 May-Jun;94(3):377-83. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Levin%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Forchiassin%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ramos%20AM%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mycologia.');
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El sitio activo de esta enzima esta compuesto por 4 átomos de Cobre: 1 átomo 

deŶoŵiŶado ͞T1͟ que recibe los electrones del sustrato  (cuyo E0 = 0.61V vs. Ag/AgCl) y 

tres átomos de Cobre Ƌue ĐoŶfoƌŵaŶ el sitio tƌiŶuĐleaƌ ͞T2/T3͟. El rol de este sitio 

trinuclear es el de unir irreversiblemente el O2 y activarlo para la reducción. 

En esta tesis se estudiaron y fabricaron biocátodos para celdas de combustible 

empleando la enzima Lacasa del hongo Trametes Trogii (Capítulo 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 4.432 (pI=4.4). 

 

 

 

CINÉTICA ENZIMÁTICA 

Equilibrio y estado estacionario 

La descripción más sencilla de la cinética enzimática de estado estacionario está basada 

en los trabajos de Michaelis y Menten33. 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) 

PEESSE ca tMS kK   

La segunda suposición del modelo es que la concentración 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 concentración de intermediario 

esta acumulándose (fase llamada de estado pre-estacionario); es cierto sólo mientras no 

se agoten las reservas de sustrato durante la reacción. 

Briggs y Haldane propusieron un mecanismo más general en el que se incluyen 

explícitamente las constantes de ida y vuelta para la formación del complejo ES34: 

PEESSE ca tkkk   11,  

Si eΣ es la concentración total de enzima y eES es la concentración del complejo enzima-

sustrato, entonces la concentración de enzima sin complejar es (eΣ - eES) 

Asumiendo que la concentración de sustrato es mucho mayor que la concentración de 

enzima (generalmente es el caso) la concentración de sustrato sin complejar se puede 

suponer igual  a la concentración inicial de sustrato S. Entonces se puede escribir: 

 

ESatcESES
ES ekekseek

dt

de   11 )(  

 

                                                      
32 www.brenda-enzymes.org 
33 Michaelis L, Menten ML. Biochem. Z., 1913. 49: p. 333-369. 
34 Briggs GE, Haldane JBS. Biochem. J. 338 (1925). 
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Pero, al realizar la aproximación de estado estacionario (deES/dt=0), se tiene: 

cat
ES kksk

sek
e 



11

1  

La velocidad de la reacción, v, está dada por: 

EScat ekv   

cat

cat

kksk

sekk
v 




11

1  

Y  puede ser reescrita en la forma de Michaelis Menten: 

 Menten Michaelisde Constante 

donde

1.1 cion      Ecua                                                                                

1

1 











k

kk
K

y

sK

ek
k

sk
sK

sek

dt

dS
v

ca t
MS

MS

cat
E

E
MS

cat

 

La grafica de la ecuación 1.1, conocida como ecuación de Michaelis Menten se muestra 

en la Figura 7: 

 

 
Figura 7. Gráfica de la Ecuación de Michaelis-Menten. 

 

Donde kcateΣ es la máxima velocidad de la reacción. Por lo tanto esta es la forma que se 

espera para la curva de calibración de un biosensor enzimático 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: 
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cat1
1

1 kk   si         ,  
k

k
KMS  

A partir de la ecuación 1.1 se puede ver que a bajas concentraciónes de sustrato (s << 

KMS) la velocidad de reacción aumenta linealmente con la concentración de sustrato si se 

aproxima la velocidad por: 

MS

cat

K

sek
v   

También se observa que cuando s = KMS la velocidad de reacción es exactamente la mitad 

de la velocidad de reacción máxima.  

Se puede observar que la respuesta general predicha por la ecuación 1.1 no es lineal con 

la concentración de sustrato. 

Para los casos donde k-1 >> kcat, KMS puede tomarse como una medida de la fuerza de 

unión entre la enzima y el sustrato. Un alto valor de KMS se corresponde con un complejo 

ES débil. 

El comportamiento descrito hasta acá corresponde a la cinética de enzimas de un único 

sustrato. En estos casos la enzima se comporta como un catalizador, es decir, permanece 

en forma inalterada antes y después de la reacción con el sustrato.  

 

Electrodos de enzimas inmovilizadas 

La cinética enzimática en películas heterogéneas puede verse afectada por una serie de 

factores como ser: 

 transporte de masa del sustrato o el mediador tanto dentro de la película como en 

la solución adyacente; 

 partición del sustrato y/o el mediador entre la película y la solución adyacente 

 cambios locales de pH y fuerza iónica en el interior de la película35; 

 movilidad de cargas y electron-hopping ;de ahoƌa eŶ ŵas ͞salto de eleĐtƌoŶ͟Ϳ en 

películas con propiedades redox o polímeros conductores en general; 

 variación de la actividad enzimática debido al proceso de inmovilización. 

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

 




  

neAB

EBEA

EPESES

ox
k

red

red
kkk

ox
ca t


11,

 

 

(donde ζ es uŶ ĐoefiĐieŶte esteƋueoŵetƌiĐo Ǉ A representa la difusión del mediador redox 

en su forma oxidada y  B en su forma reducida) tendrán lugar únicamente en el volumen 

de la película, donde se encuentra inmovilizada la enzima. 

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

                                                      
35 Bourdillon C, Demaille C, Moiroux J, Savéant JM. J. Phys. Chem. B., 1999. 103(40): p. 8532-8537. 
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      
 

sK

sEk

x

s
D

t

s

AEk
x

A
D

t

A

MS

oxcat
S

redA










2

2

2

2 
 

Mientras que, como la enzima está inmovilizada, se reescribe:         
sK

sEk
AEk

x

E
D

t

E

MS

oxcat
red

ox
E

ox 



2

2

 

Como:       
sK

sEk
AEk

t

E

MS

oxcat
red

ox 


 

 

Entonces para el estado estacionario se tiene: 

            sksKAk

sEAkk

dx

sd
D

sksKAk

sEAkk

dx

Ad
D

ca tMS

cat
S

catMS

cat
A




2

2

2

2 
 

 

Monocapa de enzima y mediador soluble 

Para una monocapa de enzima puede despreciarse en general el agotamiento de 

concentración de A y S dentro de la película (no se desarrollan perfiles de concentración). 

Por el contrario, es factible el desarrollo de perfiles de concentración en la solución 

adyacente al electrodo. 
 

Multicapas de enzima y mediador soluble 

Los modelos desarrollados para multicapas pueden usarse también para el análisis 

cinético de películas de monocapa. Se pueden plantear dos situaciones distintas: 

 

 Mediador oxidado en la solución: En este caso, el mediador difunde dentro de la 

película para reaccionar con la enzima que se encuentra reducida. Como ejemplo 

se puede tomar la utilización de O2 como mediador para GOx. Bartlett y Whitaker 

resolvieron esta situación asumiendo que no se desarrollan perfiles difusiónales 

para el mediador dentro de la película36. 

 

 Mediador reducido en la solución: En este caso, el mediador reducido debe 

difundir como tal a través de la película enzimática, para generar mediador 

oxidado (es decir activo) sobre la superficie del electrodo y recién después poder 

                                                      
36 Bartlett PN, Whitaker RG. J. Electroanal. Chem. 1987. 224(1-2): p. 27-35. 
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mediar la reacción enzimática. Este caso es mucho más común37 que el caso del 

mediador oxidado. Como ejemplo se puede mencionar la mediación de GOx a 

través de  complejos de Osmio. 

 

Multicapas de enzima y mediador inmovilizados 

Bartlett y Pratt 38 presentaron un tratamiento teórico completo del caso estacionario para 

el problema acoplado de difusión y cinética enzimática para electrodos donde tanto la 

enzima como el mediador se encuentran inmovilizados. 

Bartlett y Pratt proponen no sólo la resolución algebraica de las ecuaciónes diferenciales  

simplificadas, sino que además sugieren corroborar los resultados por resolución 

numérica de las ecuaciónes. Estas son válidas en cualquier caso cinético límite e incluso 

cerca o en las fronteras entre diferentes casos.  La Figura 8 muestra esquemáticamente 

los procesos considerados por Bartlett y Pratt: 

 

 
Figura 8. Esquema de un electrodo típico de enzima y mediador inmovilizados en una película como lo consideran 
Bartlett y Pratt

39
. La difusión del mediador redox (A, en su forma oxidada, B en su forma reducida) y el sustrato, S 

ocurre con coeficientes de difusión De- (salto de electron) y Ds respectivamente. La partición del sustrato entre la 
película y la solución se describe por el coeficiente de partición Ks. La cinética enzimática ocurre homogéneamente 
en todo el volumen de la película, desde 0 hasta l. El mediador reducido B, es reoxidado para producir A solo en la 
superficie del electrodo. Eox y Ered son las formas oxidada y reducida de la enzima respectivamente. 

 

                                                      
37 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 
39 Bartlett PN, Pratt KFE.  J. Electroanal. Chem., 1995. 397(1-2): p. 53-60. 
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Eox y Ered representan a la enzima en sus estados oxidado y reducido, respectivamente. A y 

B son las formas oxidada y reducida del mediador redox. Estas cuatro especies se 

encuentran inmovilizadas en la película sobre el electrodo. El modelo es genérico para 

cualquier método de inmovilización, aunque supone que se producen concentraciónes 

homogéneas en todo el volumen de la película (concentraciónes totales, enzima total y 

mediador en cualquiera de sus dos formas). 

S y P son el sustrato y el producto de la reacción enzimática respectivamente, S se 

encuentra disuelto en solución y sufre un proceso de partición en la interfase película-

solución, con coeficiente de partición KS. El sustrato puede difundir a través de la película 

con coeficiente de difusión Ds, cuyo valor no necesariamente coincide con el valor del 

coeficiente de difusión en solución. Como el mediador está físicamente inmovilizado, el 

coeficiente de difusión De- no representa la difusión física del mismo a través de la 

película, sino su interconversión entre la forma oxidada y reducida por difusión de carga, 

por ejemplo a través de salto de electrón. 

Asumiendo cinética de tipo Michaelis-Menten, Bartlett y Pratt escriben las reacciones que 

ocurren en la película como: 

 

AB

:electrodo del superficiela  eny 

EBEA

EPES

ox
k

red

red
k

ox
E





 

 

El modelo asume que no se desarrollan perfiles difusiónales para la concentración del 

sustrato en la solución en contacto con la película. Experimentalmente esto puede 

lograrse utilizando convección forzada, por ejemplo, mediante el empleo de un electrodo 

rotatorio. 

Las ecuaciónes diferenciales que describen los procesos acoplados de difusión-reacción 

en la película pueden entonces escribirse como: 

       
 

      

   

      1.2 on    Ecuaci                                                                      

que entonces   tieneseanterior  ecuaciónla  departir  A

0

io,estacionar estado el En

2

2

2
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sK

sEk
AEk
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sEk
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D

t

s

AEk
x

A
D

t

A

ca tMS
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MS

oxca t
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MS

oxca t
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












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





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donde      oxred EEE   es la concentración total de enzima inmovilizada. Haciendo uso 

de la ecuación 1.2 y también en el estado estacionario: 

          sksKAk

Eskk

dx

sd
D

sksKAk

Eskk

dx

Ad
D

ca tMS

cat
S

catMS

cat
e




2

2

2

2

 

 

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 práctica común 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 podría desear variar este potencial para 

obtener también información mecanística. Si se asume una cinética reversible, se puede 

aplicar la ecuación de Nernst, considerando [A]0 y [B]0 las concentraciónes en la superficie 

del electrodo: 

   000 ln
B

A

nF

RT
EE   

 

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  

polianión y el polímero redox, PAH-Os, como policatión. 

Este método de autoensamblado para la preparación de películas delgadas se basa en la 

adsorción alternada de macromoléculas. Este concepto fue demostrado por primera vez 

en 1991 por Decher y Hong, empleando dos polielectrolitos de carga opuesta40,41. La 

Figura 9 muestra el proceso de deposición en forma esquemática: 

 

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

 

Se comienza con un sustrato cargado (en este caso positivamente), de forma, tamaño y 

material arbitrarios. Mientras ciertos sustratos presentan una carga superficial en forma 

natural (por ejemplo el vidrio y los óxidos metálicos en general),  otros requieren un 

tratamiento químico. Por ejemplo, pueden emplearse tioles cargados para modificar 

metales nobles, silanos para ITO (óxido de Estaño e Indio, un material conductor y 

transparente en el visible) y silicio y sales de diazonio para superficies de carbón y 

nanotubos de carbono. El sustrato cargado se introduce posteriormente en una solución 

de un polielectrolito de carga opuesta (polianión) durante aproximadamente 10-15 

minutos. En ese lapso de tiempo el polímero se adsorbe en la superficie, invirtiéndose la 

carga electrostática superficial. El sustrato (que en esta instancia se encuentra cargado 

negativamente) se lava y se sumerge en una solución de un polielectrolito de carga 

opuesta al anterior (policatión) observándose nuevamente la adsorción e inversión de la 

carga superficial. El proceso se repite en forma secuencial, hasta obtener una película del 

espesor deseado.  

El método de ensamblado capa por capa se ha transformado en la actualidad en una de 

las herramientas más importante para la modificación de superficies. El número de 

grupos de investigación trabajando en el tema o empleando esta herramienta ha crecido 

en forma exponencial. La lista de materiales que se pueden ensamblar ahora incluye 

enzimas42,43 virus44, nanoparticulas45,46, macroiones inorganicos47 y prácticamente 

                                                      
42 Hodak J, Etchenique R, Calvo EJ, Singhal K, Bartlett PN. Langmuir (1997) 13, 2708-2716 
43 Lvov Y, Ariga K, Ichinose I, Kunitake T. J. Am. Chem. Soc. (1995) 117, 6117. 



19 
 

cualquier macromolécula. La presencia de cargas electrostáticas en los bloques de 

construcción también ha dejado de ser un requerimiento, ya que se han preparado 

autoensamblados basados en la formación de uniones hidrógeno, interacciones donor-

aceptor, uniones covalentes, química de coordinación, etc48. 

Existen númerosas revisiones en la bibliografía sobre el método capa por capa. Aquellas 

escritas durante los primeros años que siguieron a la introducción del método son de 

carácter general49,50. Sin embargo debido al creciente número de publicaciones las 

revisiones posteriores tienden a focalizarse en diversos aspectos particulares. Estos 

artículos tratan temas diversos como: estructura interna y propiedades 

fisicoquímicas51,52,53, el uso como nanoreactores54, métodos de deposición no 

convencionales55,56, aplicaciones en electroquímica57,58,59 y biomedicina60, multicapas 

conteniendo nanopartículas61, etc. 

Gran parte del éxito del método capa por capa radica en la capacidad de controlar las 

propiedades de las películas obtenidas mediante la elección de las variables de proceso. A 

partir del conocimiento del efecto de estas variables sobre la organización molecular 

mediante la caracterización experimental y el modelado teórico es posible actuar sobre 

los parámetros de preparación de la película para lograr la funcionalidad deseada. 

Siguiendo las tendencias actuales en ciencia de materiales, esta metodología permite 

lograr películas multifuncionales y/o adaptables (en la jerga del inglés: responsive). Otras 

ventajas importantes sobre otras técnicas de preparación como el revestimiento por 

inmersión o por rotación 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 fenómeno de 

sobrecompensación de cargas: al adsorberse un polielectrolito no sólo se compensa la 

carga de la superficie, sino que existe una sobrecompensación (y por lo tanto la polaridad 
                                                                                                                                                                 
44 Yoo PJ, Nam KT, Qi J,Lee SK, Park J, Belcher AM, Hammond PT. Nat. Mater. (2006) 5, 234. 
45 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. 
46 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. 
47 Liu S, Kurth DG, Möhwald H, Volkmer D. Advanced Materials (2002) 14, 225. 
48 Zhang X, Chen H, Zhang H. Chemical Communications (2007) 14, 1395-1405. 
49 Hammond PT. Current Opinion in Colloid & Interface Science (2000) 4, 430-442. 
50 Bertrand P, Jonas A, Laschewsky A, Legras R. Macromolecular Rapid Communications (2000) 21, 319-348. 
51 Schönhoff 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. 
52 Schönhoff M. Current Opinion in Colloid and Interface Science (2003) 8, 86-95. 
53 Von Klitzing R. Physical Chemistry Chemical Physics (2006) 8 5012-5033. 
54 Shi X, Shen M, Möhwald H. Prog. Polym. Sci. (2004) 29, 987-1019. 
55 Zhang X, Chen H, Zhang H. Chemical Communications (2007) 14, 1395-1405. 
56 Ariga K, Hill J,Ji Q. Physical Chemistry Chemical Physics (2007) 9, 2319-2340. 
57 Lutkenhaus JL, Hammond PT. Soft Matter (2007) 3, 804-816. 
58 Hammond PT. Advanced Materials (2004) 16, 1271-1293. 
59 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. 
61 Srivastava S, Kotov N. Acc. Chem. Res. (2008) 12, 1831-1841. 
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de la carga superficial se invierte). Este fenómeno permite la adsorción de la capa 

siguiente. Si bien las evidencias experimentales sobre las que descansa este mecanismo 

son contundentes (por ejemplo mediciones de potencial superficial62,63), no existe una 

explicación teórica totalmente satisfactoria de su origen. El fenómeno está relacionado 

sin lugar a dudas con la multivalencia de los polielectrolitos, ya que no es posible preparar 

películas empleando iones monovalentes. 

Contrariamente a la tendencia adoptada en la bibliografía de emplear el término 

͞autoeŶsaŵďlado eleĐtƌostátiĐo͟, la fueƌza iŵpulsoƌa paƌa el pƌoĐeso de adsoƌĐióŶ Ŷo es 

electrostática. Experimentos64,65 y teoria66,67 han demostrado que durante el proceso de 

autoensamblado ocurre la liberación de los contraiones y las moléculas de agua asociados 

a los grupos cargados de los poli-iones y por lo tanto la adsorción es impulsada por la 

ganancia entrópica resultante. Algunos estudios mediante simulación68,69 sugieren que la 

presencia de interacciones hidrofóbicas 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 número de capas70,71. En estas películas, uno o ambos 

polielectrolitos difunden libremente hacia el interior de la multicapa y por lo tanto la 

masa inmovilizada en cada etapa de adsorción crece con el espesor del recubrimiento. 

Actualmente se cree que los regímenes de crecimiento exponencial y lineal corresponden 

a casos extremos72. Esto implicaría un espectro de regímenes de crecimiento donde la 

difusión de los polielectrolitos al interior de la película limita la masa depositada en cada 

paso de adsorción. En este contexto no es válido afirmar que la adsorción de los 

polielectrolitos ocurre hasta que se alcanza el equilibrio, porque cada uno de los pasos de 

ensamblado está limitado cinéticamente y el equilibrio nunca se logra. 

 

Estructura interna de las multicapas 

La difusión de las cadenas del polímero hacia el interior de la película produce sistemas 

altamente interpenetrados, donde al adsorber un polielectrolito este se interdigita con 

polímeros procedentes de los pasos de adsorción previos. Esta imagen está respaldada 

por experimentos de reflectividad de Rayos X y de neutrones73,74. En estos experimentos, 

se prepararon multicapas sustituyendo los polianiones normales cada cierto número de 

capas con polianiones deuterados con el fin de lograr contraste. Se observó que las capas 

compuestas por el polianión deuterado sólo podían individualizarse si se las separaba con 

                                                      
62 Caruso F, Lichtenfeld H, Donath E, Möhwald H. Macromolecules (1999) 32, 2317-2328. 
63 Schwarz B,Schönhoff M. Langmuir (2002 ) 18 2964-2966 
64 Bucur CB, Sui Z, Schlenoff JB. Journal of the American Chemical Society (2006) 128, 13690-13691 
65 Schlenoff JB, Rmaile AH, Bucur CB. Journal of the American Chemical Society (2008) 130, 13589-13597. 
66 Kabanov V.In Multilayer Thin Films, Decher, G.; Schlenoff, B. J., Eds. Wiley-VCH: Weinheim, 2003. 
67 Narambuena CF, Beltramo DM, Leiva EPM. Macromolecules (2007) 40, 7336-7342. 
68 Messina R. Macromolecules (2004) 37, 621-629. 
69 Patel PA, Jeon J, Mather PT, Dobrynin AV. Langmuir (2006) 22, 9994-10002. 
70 Lavalle P, Vivet V, Jessel N, Decher G, Voegel JC, Mesini PJ, Schaaf P. Macromolecules (2004) 37, 1159-1162 
71 Picart C, Mutterer J, Richert L, Luo Y, Prestwich GD, Schaaf P, Voegel JC, Lavalle P. PNAS (2002) 99, 12531-12535. 
72 Schlenoff JB. Langmuir (2009). DOI: 10.1021/la901950c. 
73 Lösche M, Schmitt J, Decher G, Bouwman WG, Kjaer K. Macromolecules (1998) 31, 8893-8906. 
74 Schmitt J, Grünewald T, Decher G, Pershan P, Kjaer K, Lösche M. Macromolecules (1993) 26, 7058-7063. 
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por lo menos tres capas del polianión sin deuterar y que por lo tanto las capas están 

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 películas cuyo espesor está en el orden de los 

micrones75,76. A la luz de estos eǆpeƌiŵeŶtos, el ĐoŶĐepto de ͞Đapa͟ pieƌde paƌte de su 

significado en cuanto a la posición dentro de la película y se refiere principalmente al 

orden empleado durante el proceso de adsorción. Los estudios de reflectividad de rayos X 

y neutrones muestran un perfil aproximadamente gaussiano para la concentración de un 

polielectrolito perteneciente a una capa dada. Por otro lado, los polímeros ocupan sólo 

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 polielectrolitos79. 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 II existe entre esta región y las últimas capas 

en contacto con la solución (zona III). En esta región intermedia las cargas de los 

polianiónes y policatiónes se neutralizan en forma estequiométrica y por lo tanto la 

misma se halla libre de iones móviles. La zona III posee un exceso del último poli-ion 

adsorbido y entonces una gran parte de sus cargas electrostáticas están compensadas por 

iones móviles. Esto hace que la zona III sea más permeable80, móvil81 e hidratada82 que el 

resto de la película. 

 

Compensación de cargas 

La idea de una región donde la compensación de carga ocurre exclusivamente entre 

polielectrolitos (zona II de Decher), ha sido desarrollada por Schlenoff, basándose en 

experimentos con polímeros e iones marcados radioactivamente83. Schlenoff acuñó el 

término compensación intrínseca de cargas para referirse a la situación donde cada uno 

de los grupos negativos del polianión se encuentra formando una unión iónica con un 

grupo positivo del policatión. La situación opuesta es la compensación extrínseca de 

cargas donde la carga electrostática de algunos grupos unidos a los polímeros es 

compensada por iones móviles.  

En ciertas condiciones, como la inmersión de la película en una solución de alta fuerza 

iónica, los pares polianión/policatión se disocian y las cargas de los polielectrolitos pasan 

                                                      
75 Lavalle P, Vivet V, Jessel N, Decher G, Voegel JC, Mesini PJ, Schaaf P. Macromolecules (2004) 37, 1159-1162 
76 Picart C, Mutterer J, Richert L, Luo Y, Prestwich GD, Schaaf P, Voegel JC, Lavalle P. PNAS (2002) 99, 12531-12535. 
77 Schönhoff 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. 
78 Lösche M, Schmitt J, Decher G, Bouwman WG, Kjaer K. Macromolecules (1998) 31, 8893-8906. 
79 Decher G. Polyelectrolyte multilayers, an overview. In Multilayer Thin Films, Decher G, Schlenoff BJ. Eds. Wiley-VCH: 
Weinheim, 2003. 
80 Von Klitzing R, Möhwald H. Macromolecules (1996) 29, 6901-6906. 
81 Schönhoff M. Journal of Physics-Condensed Matter (2003) 15, 1781-1808. 
82 Carrière D, Krastev R, Shönhoff M. Macromolecules (2004) 20, 11465. 
83 Schlenoff JB, Ly H, Li M. J. Am. Chem. Soc. (1998) 120, 7626-7634. 
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a ser compensadas extrínsecamente. Esta idea, puede expresarse en forma cuantitativa 

en términos de un equilibrio químico84: 

       CPolAPolCAPolPol scsc )()(

 

 

La ruptura de los enlaces polianión/policatión debilita la estructura interna de la película, 

produciendo un aumento de espesor85, cambios en la permeabilidad86 y en las 

propiedades mecánicas87, pudiendo llegar finalmente a la disolución de la película88. 

 

EL MEDIADOR POLIALILAMINA OSMIO (PAH-Os) 

En la Figura 10 se muestra el polímero modificado con un complejo de Osmio que se usó 

a lo largo de esta tesis: 
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Figura 10. Fórmula molecular del polímero PAH-Os. El complejo es el [Os(bpy)2ClpyCOOH]

+
 

 

Este polímero se sintetiza por unión del complejo [Os(bpy)2ClpyCOH]+ a los grupos amino 

de la polialilamina (PAH) (ver detalles de la síntesis en Capitulo 2). 

El complejo de Os anclado al polímero tiene la suficiente movilidad como para mediar, 

por ejemplo, la oxidación de GOx89. Como resultado, la PAH-Os actúa como un mediador 

redox, pero además, 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 absorción UV-Vis del polímero en el estado 

reducido, PAH-Os(II) y oxidado, PAH-Os(III) : 

                                                      
84 Farhat TR, Schlenoff J. Journal of the American Chemical Society (2003) 125, 4627- 4636 
85 Dubas ST, Schlenoff JB. Langmuir (2001) 17, 7725-7727. 
86 Farhat TR, Schlenoff JB. Journal of the American Chemical Society (2003) 125, 4627- 4636 
87 Jaber JA, Schlenoff JB. Journal of the American Chemical Society (2006) 128, 2940-2947. 
88 Nolte AJ, Takane N, Hindman E, Gaynor W, Rubner MF, Cohen RE. Macromolecules (2007) 40, 5479-5486. 
89 Calvo EJ, Etchenique R, Pietrasanta L, Wolosiuk A, Danilowicz C. Anal. Chem., 2001. 73(6): p. 1161-1168 
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Figura 11. Espectros UV-Vis del polimero PAH-Os en ambos estados de oxidación, PAH-Os(II) (curva negra) y PAH-
Os(III) (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: 

 

 
Figura 12. Diagrama de los orbitales moleculares simplificado para Os(2+)/Os(3+) y los ligandos Bipiridina en el 
complejo [Os(bpy)2PyCl]

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 permitió su análisis 

mediante espectroscopía 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 enzimático 

sin la necesidad de emplear cables. 
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OBJETIVOS 

Antecedentes 

En el Laboratorio de Electroquímica Molecular se había fabricado, caracterizado y 

estudiado en detalle un biosensor amperométrico de glucosa empleando una enzima que 

Đataliza la oǆidaĐióŶ de gluĐosa ;GluĐosa OǆidasaͿ Ǉ uŶ Đaďle ŵoleĐulaƌ ƌedoǆ ;͞PAH-Os͟Ϳ, 
el sisteŵa ͞PAH-Os/GOǆ͟. Esta líŶea de tƌaďajo ĐoŵeŶzó eŶ el año ϭϵϵϳ ĐoŶ uŶ tƌaďajo 
fundacional de Hodak y col.90 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 Ingeniería (Bioingenieria)  y 

los intereses industriales y  biomédicos,  además de los científicos, 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 diseño de un nuevo biosensor 

que brindara posibilidades de sensado únicas y originales y permitiera abrir el abanico de 

biosensado a diferentes analitos de interés (no solo glucosa). 

En particular se pensó 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 transducción de la señal se pensó en un 

cambio radical: se detectarían ópticamente los estados de oxidación del cable molecular. 

El estado de oxidación del cable molecular, al estar íntimamente ligado a la presencia de 

sustrato (por intermedio de la enzima), indicaría la concentración del sustrato enzimático. 

En particular, se diseñó un biosensor mediante la extensión del sistema Glucosa Oxidasa y 

polímero redox autoensamablado capa por capa sobre nanopartículas de Oro. Esto 

resulta interesante por la innovación de un biosensor enzimático con una enzima 

cableada en un sistema núcleo-cascara autocontenido con las posibilidades y perspectivas 

que ofrece la nanotecnología en el campo de la aplicación biomédica (en este caso ofrecía 

la perspectiva de sensar concentración de glucosa intracelular o en el torrente 

sanguíneo).  

Esta hipótesis de trabajo incluiría  interrogar, ya no mediante electrones, sino mediante 

fotones, la presencia de glucosa y cuantificarla usando una dipersion de nanopartículas de 

oro con propiedades plasmónicas, para obtener  un sensor óptico que emplee el  sistema 

de reconocimiento compuesto por glucosa oxidasa y el cable molecular dado por el 

polímero redox (PAH-Os/GOx) sobre la superficie de una nanopartícula. De esta forma se 

podría sensar, sin la necesidad de emplear cables, la concentración de glucosa en una 

solución (analito). Además, dado que los estados de oxidación Os(II) y Os(III) tienen 

marcadas diferencias en sus propiedades espectroscópicas, empleando dispersión Raman 

Resonante se diseñó la modulación redox de estos estados con el fin de lograr mayor 

contraste o relación señal ruido en el sensor. 

                                                      
90  Hodak J, Etchenique R, Calvo EJ, Singhal K, Bartlett PN. Langmuir (1997) 13, 2708-2716 
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Este sistema de biosensor basado la interrogación óptica de un polímero redox ligado a 

una enzima oxidorreductasa presentaba otro atractivo: sería un sistema versátil que se 

podría adaptar para el biosensado de diferentes analitos luego de una adecuada elección 

de la enzima oxidorreductasa específica para la molécula de interés. De manera que, una 

vez realizada la prueba de concepto con el sistema (PAH-Os/GOx), se habría demostrado 

esta posibilidad. 

También, dentro de los objetivos del presente trabajo de tesis se encuentra la 

caracterización espectroscópica, microscópica y electroquímica de cada uno de los 

sistemas resultantes en las sucesivas etapas de la formación de las nanopartícula sensoras 

núcleo-cáscara, así también como el aprendizaje y control de la técnica del 

autoensamblado capa por capa sobre superficies nanométricas en solución 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  surgía  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 átomos de cobre que 

despierta gran interés gracias a sus aplicaciones industriales. Entre ellas se puede 

mencionar su empleo en la destrucción de lignina en la industria de la pulpa de papel, en 

la remediación de efluentes que contienen colorantes de la industria textil y en celdas de 

biocombustible. Debido a esto, y a que se tenía conocimiento de un grupo de Micología 

de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBA que se especializaba en el 

estudio y  cultivo de esta enzima, surgió el objetivo de extender el sistema del 

autoensamblado capa por capa al sistema PAH-Os/Lac para su estudio como biocátodo 

para celdas de combustible, dado que existe una númerosa bibliografía referida a esta 

ultima aplicación. 

Este segundo objetivo presenta, además del interés industrial, un atractivo desde un 

punto de vista más fundamental. En la literatura existían varias preguntas abiertas 

respecto a esta enzima, por ejemplo, su mecanismo de reducción de oxígeno era centro 

de discusión. Además los estudios de la variación de la corriente catalítica en función 

concentración del co-sustrato oxígeno (curvas de calibración) eran escasos y, en los pocos 

casos publicados, se habían determinado en condiciones de convección forzada91. 

Asimismo, en los trabajos basados en biocátodos  que empleaban transferencia de carga 

directa del electrodo a la enzima Lacasa no reportaban curvas de calibración. La ausencia 

de las curvas de calibración en este tipo de trabajos era llamativa ya que constituyen un 

aspecto fundamental en todo estudio de los mecanismos enzimáticos. 

Finalmente, se ha insistido en trabajos previos en la bondad de la reducción de oxígeno 

catalizada por la enzima Lacasa en un mecanismo de transferencia de cuatro electrones. 

                                                      
91 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 reducción ocurre prácticamente en ausencia de sobrepotencial 

debido al alto potencial del Cu(T1) de la enzima. Esto constituye un aspecto importante de 

este segundo objetivo ya que involucra la comparación de dos biocátodos (uno que 

emplea Lacasa mediada y uno que se basa en el mecanismo de transferencia electrónica 

directa) con un cátodo de Platino, que constituye el estado del arte en cátodos de celdas 

de combustible, para evaluar la factibilidad de los biocátodos en aplicaciones industriales.  

Se buscó determinar la potencia (corriente x voltaje) que puede entregar un biocátodo de 

Lacasa en comparación con un cátodo de platino de igual área. 

 

Tercer objetivo 

Otro aspecto básico 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. Existían indicios y también resultados previos  en el Laboratorio de Electroquímica 

Molecular sobre la influencia de la carga y naturaleza de la ultima capa en el sistema PAH-

Os/GOx 92. Ademas de los resultados publicados por este93 y otros grupos94 sobre los 

importantes efectos de un polianión como última capa de multicapas no enzimáticas. 

Era evidente que un estudio que complete los dos primeros objetivos  implicaría estudiar 

sistemáticamente y para más de un tipo de electrodo enzimático, el efecto de la última 

capa en estos electrodos enzimáticos. Por lo que este constituyó el tercer objetivo de esta 

tesis. 

 

La finalidad de esta tesis fue responder todas estas preguntas, empleando una gran 

cantidad de técnicas de caracterización posibles.  Son estas caracterizaciones mediante 

diferentes técnicas complementarias las que  permiten reforzar las conclusiones. 

Se emplearon varias técnicas de microscopía (AFM, TEM y SEM), técnicas de superficie 

(XPS, Elipsometría, SECM) una variedad de técnicas espectroscópicas (MALDI, UV-Vis, 

Raman), técnica electroquímicas (Impedancia Electroquímica, Voltametría Cíclica), 

gravimétricas (QCM),  y otras como SDS-PAGE.  

En todos estos estudios (excepto obviamente en el de la transferencia electrónica directa 

-biocátodo empleando Lacasa no cableada) se hizo uso  del método del autoensamblado 

capa por capa. Este provee una herramienta única de diseño y fabricación de 

arquitecturas poliméricas. Fue el control tan fino que provee esta técnica lo que llevó en 

última instancia a descubrimientos fundamentales en el capítulo 4A o lo que permitió el 

autoensamblado de dos componentes que participan de la detección de la glucosa, sobre 

nanopartículas. 

 

                                                      
92 Hodak J, Etchenique R, Calvo EJ, Singhal K, Bartlett PN. Langmuir (1997) 13, 2708-2716 
93 Tagliazucchi ME, Calvo EJ. J. Electroanal. Chem. 2007, 599, 249–259. 
94 Liu AH, Anzai J. Langmuir. 2003, 19, 4043–4046. 
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En el capítulo 3 se ataca el primer interrogante, mediante el diseño de un sensor de 

glucosa basado en nanopartículas de Oro y se busca demostrar la prueba de concepto 

descrita en el primer objetivo.  

El capítulo 4 se ocupa de responder el segundo objetivo. En él se presenta la 

caracterización exhaustiva de la enzima Lacasa y el estudio de dos sistemas diferentes de 

biocátodo para celdas de combustible que emplean esta enzima. Este capítulo está 

dividido en dos partes: la parte A describe un biocátodo que emplea el sistema 

enzimático mediado. En este caso la transferencia electrónica entre la enzima y el 

electrodo ocurre a través de este mediador PAH-Os. La parte B, en cambio, describe un 

biocátodo aprovechando el fenómeno de transferencia electrónica directa que ocurre en 

esta enzima con ciertas superficies de carbono. Además, en este capítulo se presenta la  

comparación entre estos dos biocátodos y la de cada  uno con un cátodo de Platino. 

El capítulo 5 abarca el tercer objetivo, desentramando el fenómeno de la última capa en 

estos electrodos enzimáticos, estudiando mediante una batería de diferentes técnicas 

electroquímicas y de superficie, dos electrodos enzimáticos: el sistema PAH-Os/Lacasa y 

el sistema PAH-Os/GOx. 

Finalmente, el capitulo 6 reúne las conclusiones obtenidas en base a las evidencias 

experimentales y resume las respuestas a los interrogantes y objetivos planteados en esta 

sección. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
En este capítulo se presenta una breve descripción de los fundamentos de cada una de las 

técnicas utilizadas en este trabajo de tesis. Se detallan las características instrumentales 

de los equipos empleados y se describen los experimentos llevados a cabo. 

 

TÉCNICAS EMPLEADAS: FUNDAMENTOS 

Técnicas electroquímicas 

De todas las técnicas instrumentales usadas en la presente tesis, las técnicas 

electroquímicas son seguramente las más antiguas, conocidas, estudiadas y versátiles. En 

general son de fácil implementación y el instrumental asociado a las mismas es 

relativamente económico. Se utilizan normalmente para estudiar procesos de 

oxidorreducción 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 electroquímicas es su selectividad para distintas especies químicas. La 

forma general de una reacción 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, 

adsorción de reactivos, transferencia de electrones, remoción del producto de la 

superficie del electrodo, reacciones homogéneas acopladas en la solución, etc. La 

velocidad global del proceso estará determinada por la velocidad del paso más lento de la 

secuencia.  

Las técnicas electroquímicas más usadas requieren del uso de tres electrodos. El 

electrodo de trabajo es aquel en el que se producen los cambios electroquímicos de 

interés. La corriente circula siempre entre el electrodo de trabajo y un electrodo auxiliar o 

contraelectrodo, de área mucho mayor que la del electrodo de trabajo para evitar la 

polarización y que la reacción en este interfiera en la respuesta del electrodo de trabajo. 

El circuito se cierra a través de la solución 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 electroquímica 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 mínima interferencia de la caída 

óhmica, IR. Actualmente, los potenciostatos comerciales vienen provistos de generadores 

de rampas y diversas funciones de potencial en función del tiempo. Además de controlar 

el potencial, miden con precisión la corriente que circula entre el contraelectrodo y el 

electrodo de trabajo. Existe una amplia variedad de técnicas electroquímicas 

desarrolladas para determinar parámetros tanto cinéticos como termodinámicos de las 

reacciones de electrodo. Dependiendo del sistema químico y de la información que se 

quiera obtener es la técnica o combinación de técnicas que se emplea. En la presente 

tesis se trabajó únicamente con técnicas amperométricas, basadas en mediciones de 

intensidad de corriente. 

 

Voltametría Cíclica 

En una voltametría cíclica 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 gráfico 

de la misma en función del potencial (que a su vez es función del tiempo), se denomina 

voltagrama cíclico, voltagrama o voltamperograma. Es el espectro  electroquímico de una 

sustancia, muestra a qué potenciales ocurren los procesos redox, pueden detectarse 

reacciones químicas acopladas y es posible identificar fenómenos de adsorción. 
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Figura 14. Perfil de potencial en función del tiempo para voltametría cíclica de barrido lineal. 

 

Generalmente los límites de potencial entre los cuales puede trabajarse están dados por 

la ausencia de picos de óxido-reducción del material del electrodo en sí mismo (cuando el 

electrodo se utiliza como una plataforma de reacción inerte), la descomposición del 

solvente, la reacción de especies concomitantes cuya señal no se quiere analizar 

(impurezas, muchas veces), y en el caso de películas adsorbidas, por los límites de 

estabilidad de las mismas. Dependiendo de la forma del voltagrama, se puede determinar 

si se trata de una reacción reversible, irreversible, si se esta en presencia de una especie 

adsorbida electroquímicamente activa o si existen reacciones químicas 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 concentraciónes cumplen la ecuación de Nernst).  

Generalmente, los potenciales de descomposición del solvente (para agua, la evolución 

de hidrógeno y oxígeno) 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-1 

hasta 103 -104 Vs-1, permitiendo así explorar varios órdenes de magnitud de velocidades 

de reacción. 

 

Voltametría cíclica de una especie electroactiva en solución 

En la Figura 15 se muestra un voltagrama cíclico característico para una cupla 

electroactiva reversible presente en solución. 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 límite que impone la 

difusión, que limita la llegada de especie activa desde el seno de la solución a la superficie 

del electrodo. 
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Figura 15. Voltagrama cíclico para una cupla reversible presente en solución sobre un electrodo  inerte. En la figura se 
señalan los potenciales de pico anódico y catódico, y la forma de  determinar las corrientes de pico. 

 

Para una cupla reversible, la corriente de pico responde a la ecuación: 

2/12/1
2/1

4464.0 DC
RT

nF
nFAi Rp




  

donde iP es la corriente de pico; n, el número de electrones involucrados en la reacción 

sobre el electrodo; A, el área del electrodo; D (cm2
 s-1) el coeficiente de difusión de la 

especie  electroactiva; v (V s-1) es la velocidad de barrido y CR
∞

 (mol.cm-3) la concentración 

de la especie electroactiva en el seno de la solución (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 concentración de la especie electroactiva y a 

la raíz cuadrada de la velocidad de barrido y del coeficiente de difusión. La variación de la 

corriente de pico en función de la raíz cuadrada de la velocidad de barrido se utiliza por lo 

general como diagnóstico de la  reversibilidad de la cupla. La misma debe ser lineal y debe 

pasar por el origen. Si esto es así, a partir de la pendiente se puede averiguar el 

coeficiente de difusión. 

Otros parámetros diagnósticos de la reversibilidad de una reacción son: 

a) La diferencia entre el potencial de pico anódico y catódico debe ser de 59 mV/n; 

donde n es el número de electrones que intercambia la cupla. 

 ȴEp = Ea
p - Ec

p = 59mV/n 

b) El módulo 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) La relación de las corrientes de pico debe ser 1:  

|(iap / icp)| = 1 

d) Ep es independiente de v. 

e) A potenciales mayores de Ep se cumple que i-2 es proporcional al tiempo t. 
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Voltametría cíclica de una especie electroactiva adsorbida sobre el electrodo 

El ejemplo más sencillo constituye el caso donde la especie oxidada y/o la reducida se 

encuentran adsorbidas e inmovilizadas sobre el electrodo. La voltametría cíclica para el 

caso ideal y reversible se muestra en la Figura 16.  

 

 
 
Figura 16. Voltagrama cíclica para una especie reversible adsorbida sobre el electrodo (n =1). En la figura se señala el 
ancho de pico a media altura (FWHH), la nula separación entre picos catódico y anódico y se indica cómo calcular la 
carga a partir del área. 

 

En el caso ideal, los picos anódico y catódico aparecen al mismo potencial,  Ep
a = Ep

c. 

Se observa que la corriente crece al acercarse al potencial de la cupla, llega a un máximo y 

luego cae hasta cero, debido al agotamiento de moléculas sobre el electrodo que pueden 

oxidarse/reducirse (en este caso, no llegan más moléculas desde el seno de la solución). 

Las áreas  de los picos catódico y anódico son iguales, igual que el módulo 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 está dada por: 


RT

AFn
iP 4

. 022   

Donde ȳ0
 es la concentración superficial de sitios redox. 

El área bajo el pico de oxidación corresponde a la carga asociada a la especie adsorbida 

(Q), por lo que es posible obtener ȳ0
 según: 
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nF

Q0  

 

Voltametria cíclica de una reacción catalítica 

En una reacción catalítica en general, una especie Z, generalmente electroinactiva, 

reacciona de la siguiente manera para regenerar el material de partida: 

 

2.2 n   Ecuacio                                                                                          

2.1 n   Ecuacio                                                                                                    
´ YOZR

RneO
k 


 

 

En la  mayoría de los tratamientos, se asume que Z esta presente en gran exceso tal que 

su concentración esencialmente no cambia durante el experimento voltametrico y la 

reacción 2.2 puede ser tratada como una reacción de seudo primer orden. 

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

 

 
Figura 17. Voltametria cíclica correspondiente a un proceso catalítico 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 límite, independiente del potencial llamado plateau. Esta corriente 

limite surge cuando la velocidad de remoción de O por electrolisis es exactamente 

compensada por la velocidad de producción de O por la ecuación  2.2 de manera que 

CO(x=0) adquiere un valor independente del tiempo (y del potencial). En esta región la 

curva pierde su apariencia de pico y se vuelve una onda. 

En los casos que serán tratados en esta tesis, de catálisis enzimática, las especies Z e Y 

serán la enzima en su estado oxidado y reducido dependiendo de cada caso. Mientras 

que la especie electroactiva será siempre el complejo de Osmio, es decir que O será 

siempre Os(III) y R será siempre Os(II). A modo de ejemplo, a continuación se reescriben 

las ecuaciónes anteriores (2.1) y (2.2) para el sistema de electroreduccion de oxígeno 

catalizada por la enzima Lacasa: 
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          LOs(III)LOs(II)

                    Os(II)eOs(III)

red
k´

ox acasaacasa 
 

 

 

Electrodo rotatorio 

La utilización 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 aplicación de una fuerza mecánica externa que 

produce una convección forzada. El electrodo rotatorio es una forma sencilla de producir 

convección forzada donde las condiciones hidrodinámicas estén bien definidas. El 

electrodo  rotatorio es un sistema  para el cual  las ecuaciónes hidrodinamicas y la 

ecuación de difusión 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 

comúnmente 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. 

Más frecuentemente, el metal es embebido en teflón, resina epoxi u otro plástico. 
 

 
 

Figura 18. Esquema de un electrodo rotatorio 

 

Es importante que no haya pérdidas de la solución 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 están disponibles comercialmente. En esta tesis se ha usado un 

electrodo rotatorio fabricado en el laboratorio. 

La ecuación de la corriente cuando esta es limitada por transferencia de masa, (no hay  

limitación cinética) es: 

 
*6/12/13/2

, 62,0 CoDAFni ocl    

 

Conocida Đoŵo ͞Ecuación de LeǀiĐh͟. Esta ecuación predice que la il,c es proporcional a  

ω1/2 y a Co*. 

En cambio, si existe limitación cinética, la corriente esta descripta por la ecuación de 

Koutecky- Levich:  

*

*6/12/13/2
,

)(

:Donde

62,0

11111

CoEkAFi

CoDAFniiii

fK

oKclK



 
 

 

 
Figura 19. Variacion de i con ω1/2

 en un electrodo rotatorio  (para un potencial de disco constante) para una reacción 
de electrodo con cinética lenta. 

 

Impedancia electroquímica 

En voltametría cíclica y en cronoamperometría 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 señal alterna de pequeña magnitud y se 

observa la forma en que este sigue la perturbación en estado estacionario95,96. 

                                                      
95 Bard AJ,  Faulkner LR. Electrochemical Methods, John Wiley and Sons, New York, 2001. 
96 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 función de la frecuencia se 

deŶoŵiŶa ͞espeĐtƌosĐopía de iŵpedaŶĐia eleĐtƌoƋuíŵiĐa͟ (EIS, Electrochemical 

Impedance Spectroscopy). En particular, se mide la impedancia de la celda en función 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 variación de este método es la voltametría AC en la que se barre linealmente el 

potencial del electrodo de trabajo Edc y se añade una componente sinusoidal Eac de 

peƋueña aŵplitud ;ϭϬ‐ϮϬmV) y se mide la magnitud de la componente alterna de la 

corriente a la frecuencia de Eac y su desfasaje φ con respecto a Eac. 

Las dos técnicas emplean una señal de excitación de baja amplitud y se basan en el hecho 

de Ƌue a ďajos soďƌepoteŶĐiales, la ƌelaĐióŶ ĐoƌƌieŶte‐poteŶĐial es pƌáĐtiĐaŵeŶte liŶeal. 
En un sistema que se comporta linealmente, una excitación de frecuencia ω = Ϯʋf genera 

una corriente de la misma frecuencia ω, es decir: 

)(

)(






tsenII

tsenEE

o

o  

donde Eo e Io son las amplitudes del potencial aplicado y la corriente resultante 

respectivamente y φ es el desfasaje entre la corriente y el potencial. 

Por otro lado, un sistema que no presenta una relación i‐E lineal, presenta una respuesta 

distorsionada que no es realmente sinusoidal, sino que es una superposición de señales a 

frecuencias ω, Ϯω, ϯω, etc. 

Una celda electroquímica puede ser considerada como un circuito equivalente de 

resistencias y capacitores por los que circula la misma corriente con la misma amplitud y 

ángulo de fase que en la celda real bajo una dada excitación. 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, Cdl. El proceso 

faradaico es considerado como una impedancia general Zf en paralelo con la capacidad de 

la doble capa. Finalmente, la resistencia de la solución RS se encuentra en serie con la 

rama anteriormente mencionada, ya que toda la corriente circula por la misma: 

 

 
Figura 20. A: Circuito equivalente de una celda de electroquímica (Circuito de Randles). B: Gráfico de Nyquist para 
dicho circuito. 
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Cuando se tiene una celda en la que el electrodo de trabajo posee una película 

electroactiva adsorbida, la impedancia faradaica se puede considerar como una 

resistencia y un capacitor en serie. La primera, RCT, representa la transferencia de carga, y 

el segundo, Cads, representa la pseudocapacidad de la película adsorbida sobre el 

electrodo de trabajo. Ambos elementos son no ideales, a diferencia de RS y Cdl, ya que 

dependen de la frecuencia. El gráfico de Nyquist que se obtiene con este tipo de circuito 

se muestra en la siguiente Figura 20 B. 

Las expresiones para Cads y RCT son: 

ET
CT

ads

kAF

RT
R

RT

AF
C




2

2

2
4

 

donde A es el área del electrodo, ȳ es el cubrimiento superficial de la especie 

electroactiva y kET es la constante cinética del proceso de transferencia electrónica. A 

partir de estas ecuaciónes se tiene: 

adsCT
ET CR

k
2

1  

 

Por lo tanto, se pueden obtener los valores de ȳ y kET a partir de estudios de estudios de 

espectroscopía de impedancia electroquímica. 

La variación de la impedancia con la frecuencia se puede visualizar de dos formas. En un 

gráfico de Bode se presenta la variación de log (|Z|) y de φ en función de log ;ωͿ. Una 

forma alternativa es emplear un gráfico de Nyquist en el que se muestra la variación de 

ZIm en función de ZRe para diferentes valores de ω. En la Figura 21 se presentan ejemplos 

de cada uno de estos gráficos para un circuito RC en serie y uno en paralelo. 

 

 
Figura 21. Gráficos de Nyquist y de Bode para un circuito RC, en serie (A) y en paralelo (B). 
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A veces resulta más útil 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. 

 

Microscopía electroquímica de barrido (SECM) 

El SECM es una técnica de barrido de sonda electroquímica en donde la corriente medida 

proviene de una reacción electroquímica 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: 

 

 
Figura 22. Esquema de un microscopio electroquímico de barrido. 

 

La punta y la muestra (el sustrato) son sumergidos en una solución conteniendo 

electrolito y especie electroactiva (sustancia O a concentración C*O y con coeficiente de 

diffusion DO), asi también como los de referencia y el Contraelectrodo. 

La punta es generalmente un pequeño 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  pequeño. 

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 más pequeños generalmente 

tienen una geometría menos definida. 

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

estacionario es: 

aCnFDi OOT *4,   

Donde a es el radio del electrodo de punta.  

 

En el SECM es posible trabajar en dos modos, en el modo de retroalimentación y el modo 

de colección.  
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En el primero (modo de retroalimentación), 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 difusión 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 función de la distancia desde al 

sustrato a la punta y de las velocidades de reacción que ocurren en el sustrato para 

generar especies que son electroactivas en la punta. Trabajando de este modo es posible 

obtener información acerca de la naturaleza del sustrato. Esto se encuentra resumido en 

la Figura 23 : 

 

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

 

En el segundo caso (modo colección) la punta es mantenida cerca del sustrato a un 

potencial donde los productos electroactivos producidos en el sustrato son detectados en 

la punta. Este último es el modo que se uso en esta tesis. 

 

 

Técnicas espectroscópicas 

Espectroscopía de dispersión Raman 

La espectroscopía Raman es una técnica espectroscópica basada en la dispersión elástica 

de luz monocromática, en general de una fuente laser de longitud de onda en el visible o 

en el infrarrojo cercano. Durante este proceso se intercambia energía entre un fotón y 

una molecula que es excitada a un nivel de energía virtual producto de esta interacción. Si 

la molécula relaja al estado vibracional inicial, los fotones reemitidos poseen la misma 

energía que traían originalmente; este proceso se denomina dispersión Rayleigh. Sin 

embargo, si la relajación es a un estado vibracional de mayor o menor energía que la del 

estado de partida, entonces este proceso se conoce como dispersión Raman y resulta en 

una diferencia de energía entre los fotones incidentes y los reemitidos que es igual a la 
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energía necesaria para excitar a las moléculas vibracionalmente97. Por lo tanto, este tipo 

de interacción con la luz permite observar las vibraciones moleculares. 

En la Figura 24 se muestran esquemáticamente las transiciones que originan la dispersión 

Raman y la probabilidad que tiene cada una de ocurrir: 

 

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

 

Esta diferencia de probabilidades influye en la intensidad de cada tipo de línea en un 

espectro Raman. En general, la diferencia de energía entre la luz incidente y la luz 

dispersada se expresa en unidades de número de onda  . Un espectro Raman 

representa la intensidad de la luz reemitida en función de  . Cuando la energía final es 

menor a la original,   es positiva y las señales que aparecen se denominan líneas 

Stokes. Cuando ocurre lo contrario (   <0), las líneas del espectro se llaman anti-stokes 

y se deben a la relajación de las moléculas a un nivel vibracional mas bajo que el nivel 

inicial. 

No todas las transiciones generan una señal en un espectro Raman. Esto se debe a las 

reglas de selección asociadas a este fenómeno, que establecen que solo aquellas 

transiciones que provocan un cambio en la polarizabilidad de la molécula serán 

observadas. Los espectros Raman brindan información complementaria a la obtenida por 

espectroscopía infrarroja. 

La espectroscopía  Raman se realiza convencionalmente empleando laseres verdes, rojos 

o del infrarrojo cercano. 

 

Raman Resonante con transiciones electrónicas 

Si se ajusta la energía del láser incidente de manera que coincida con la de alguna 

transición electrónica de la molécula en estudio, los modos vibracionales asociados 

                                                      
97 Hibben JH. Chem. Rev.1933,345 
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pueden aumentar la intensidad de sus señales en un factor de 102 a 104 permitiendo 

trabajar con concentraciónes de analito muy bajas (hasta 10-8M). Este fenómeno se 

denomina Raman resonante98. 

Este aspecto de la espectroscopía Raman es muy útil para analizar macromoléculas 

biológicas con cromóforos en su estructura 99,100,101,102. En este caso se puede elegir la 

frecuencia de excitación de modo que coincida con la banda de absorción de dicho 

cromóforo y, de esta manera, observar solo las vibraciones localizadas dentro del mismo. 

Esta selectividad es muy importante a la hora de analizar la relación teórica entre las 

transiciones electrónicas y las vibraciones que se realzan por resonancia103. 

La principal desventaja de emplear esta técnica en modo resonante consiste en el riesgo 

de observar fluorescencia o fotodegradación de la muestra. 

 

Raman exaltado por superficies 

El fenómeno de dispersión Raman es altamente improbable: la probabilidad de que 

ocurra un evento de este tipo es 108 veces menos probable que el fenómeno de 

dispersión elástica. Por este motivo generalmente se requiere amplificar el campo 

eléctrico para aumentar la probabilidad del evento Raman ya que la intensidad de la 

dispersión Raman escala con  la cuarta potencia del campo eléctrico,  E4. Esto se logra 

colocando las moléculas a analizar sobre nanoestructuras metalicas que poseen 

plasmones que se sintonizan con la longitud de onda de la excitación. De esta manera, el 

campo eléctrico, al ser excitado en resonancia con el plasmón,  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 trabajó con cavidades metálicas como sustratos realzadores. Estas nanocavidades 

son arreglos ordenados de cavidades metálicas de Ag o Au de entre 500 y 700nm de 

diámetro obtenidas a partir de la electrodeposición sobre un molde. Estas cavidades 

poseen modos plasmónicos bien definidos y realzan el campo electromagnético cerca de 

la superficie; además son atractivas ya que son muy reproducibles en su fabricación. 

Bartlett y col. han mostrado104,105,106,107,108,109 un fuerte realce Raman de superficie para 

moléculas adsorbidas sobre estas superficies debido al realce Raman de los modos 

plasmónicos de las superficies que se acoplan con la luz de excitación.  

                                                      
98 Myers AB. Chem. Rev.96,1996,911 
99 Calvo EJ, Wolosiuk A. Chem. Phys. Chem, 6, 2005,43 
100 Tait CD, Garner JM,  Collman JP, Sattelberger AP, Woodruff WH. J. Am. Chem. Soc., 111, 1989,9072 
101 Mie Y, Yamada C,  Hareau GPJ, Neya S, Uno T, Funasaki N, Nishiyama N, Taniguchi I. Biochemistry, 43, 2004, 13149 
102 Feng JJ, Murgida DH, Kuhlmann U, Utesch T, Mroginski MA, Hildebrandt P, Weidinger IM. J. Phys. Chem. B, 112, 
2008,15202 
103 Nakamoto AK. Infrared and Raman Spectra of Inorganic and Coordination Compounds Part, John Wiley & Sons, New 
Jersey, 2009. 
104 Abdelsalam M, Bartlett PN, Russell AE, Baumberg JJ, Calvo EJ, Tognalli N, Fainstein A. Langmuir 2008, 24, 7018–7023. 
105 Abdelsalam  ME, Bartlett PN, Baumberg JJ, Coyle S. AdV.Mater. 2004, 16, 90. 
106 Abdelsalam ME, Bartlett PN, Baumberg JJ, Cintra S, Kelf T, Russell AE. Electrochem. Commun. 2005, 7, 740–744. 
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Espectroscopía de electrones emitidos por Rayos X (XPS)  

La Espectroscopía de Fotoelectrones Emitidos por Rayos X (XPS), también conocida con el 

nombre de Espectroscopía de Electrones para Análisis Químico (ESCA) es una técnica que 

se basa en el fenómeno de fotoemisión. Al irradiar la muestra con fotones, estos pueden 

ser adsorbidos por los atomos de la muestra. Si la energía del fotón es mayor que la 

energía de unión de los electrones, estos serán expulsados. En XPS se emplean Rayos X 

para irradiar la muestra, cuya energía es suficiente para emitir fotoelectrones de los 

niveles más cercanos al núcleo, esto esta esquematizado en la Figura 25: 

 

 
Figura 25. Esquema que ilustra el principio de la técnica XPS. 

 

La energía cinética de los electrones fotoemitidos es110,111,112:   

fbkin WEhυE   
donde h es la energía del fotón, Ekin, es la energía de unión del orbital molecular desde 

donde el electrón fue emitido y Wf es la función trabajo del espectrofotómetro. La 

                                                                                                                                                                 
107 Prakash, G. V.; Besombes, L.; Kelf, T.; Baumberg, J. J.; Bartlett, P. N.; Abdelsalam, M. E. Opt. Lett. 2004, 29, 1500–
1502. 
108 Baumberg, J. J.; Kelf, T. A.; Sugawara, Y.; Cintra, S.; Abd∂elsalam, M. E.; Bartlett, P. N.; Russell, A. E. Nano Lett. 2005, 
5, 2262–2267. 
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. 
110 Wagner CD, Riggs WM, Davis LE, Moulder JF,Muilenberg GE. Handbook of X-Ray Photoelectron Spectroscopy. 
(Perkin-Elmer Corporation Eden Praire, Minnesota, 1979). 
111 Watts JF, Wolstenholme J. An Introduction to Surface Analysis by XPS and AES. (John Wiley & Sons Ltd, West Sussex, 
2003). 
112 Bubert H, Jenett, H. Surface and Thin Film Analysis: Principles, Instrumentation and Applications. (Wiley-VCH Verlag 
GmbH, Weinheim, 2002). 
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energía de unión (Eb) es característica del átomo de origen y permite realizar un análisis 

químico superficial. La probabilidad de escape del fotoelectrón decae exponencialmente 

como z/L, donde z es la posición desde donde se origina el fotoelectrón hasta la superficie 

y L es el camino libre medio inelástico, que es del orden de algunos poco nm. Esta técnica 

está por lo tanto restringida a los primeros nanómetros desde la superficie.  

La energía de unión del fotoelectrón puede dar información sobre el estado químico del 

átomo de origen, dado que al formarse uniones químicas se redistribuye el potencial 

electrostático afectándose la energía de los orbitales cercanos al núcleo (generalmente 

en el orden de 0-5 eV). Al incrementarse los estados de oxidación formal para un 

elemento aumenta la  energía de unión de los electrones. La técnica también permite la 

cuantificación de los elementos presentes (en general con una precisión del orden del 

10% ), mediante la integración del área de pico para el elemento de interés. Este área 

debe normalizarse por un factor de respuesta que depende del orbital y átomo de origen 

y que está dominado por la sección eficaz de fotoionización (que indica la probabilidad de 

expulsar un electrón desde dicho orbital). 

La técnica de XPS es una técnica de ultraalto vacio (UHV) que requiere presiones del 

orden de 10-8 Pa113.  Los equipos de XPS se componen básicamente por una fuente de 

Rayos X (por lo general ánodos de Mg o Al), un analizador de electrones que los separa 

según su energía 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 aplicación de una tensión eléctrica oscilante sobre un cristal de este 

material produce una deformación periódica en su estructura cristalina. Como cualquier 

otro oscilador, los cristales de cuarzo presentan una frecuencia natural de oscilación, es 

decir una frecuencia de resonancia. Al depositar cualquier material sobre la superficie de 

un cristal de cuarzo, esta frecuencia de resonancia varía, y la magnitud de esta variación 

es la señal 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-2, esto la convierte en 

una herramienta muy útil para realizar estudios de cinética de adsorción de moléculas a 

nivel de monocapa o películas muy delgadas. La Figura 26 A muestra un esquema de un 

cristal de cuarzo con electrodos conductores que permiten la aplicación de un potencial 

oscilante y de la perturbación aplicada sobre todo el volumen del mismo. 
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Figura 26. A: Esquema de un cristal de cuarzo y de la perturbación aplicada al mismo por un potencial oscilante. B: 
Representación equivalente del circuito de Butterworth-Van Dyke. 

 

La ecuación de Sauerbrey114  relaciona los cambios en la frecuencia resonante ȴf con los 

cambios de masa adsorbida, ȴm por unidad de área A. 
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donde f0 es la frecuencia resonante del cristal antes de su modificación, ʌQ = 2659kgm-3, 

su densidad y ʅQ = 2.957x1010 Nm-2, su coeficiente elástico (o módulo de corte). La 

fórmula es válida solo para ȴf <<f0 y para el caso de películas rígidas y delgadas. Se 

entiende por película rígida aquella que se mueve de manera sincronizada con el cristal 

de cuarzo (acompaña el  movimiento), dado que la onda acústica se propaga a igual 

velocidad que dentro del cristal. 

Las propiedades eléctricas de un cristal de cuarzo sin carga se explican claramente con la 

utilización de un circuito equivalente, conocido como Butterworth-Van Dyke y 

representado en la Figura 26 B. Este circuito equivalente esta formado por dos ramas, una 

variable, RLC en paralelo con una capacidad estática C0. Se puede trazar una equivalencia 

entre este modelo eléctrico y el mecánico: L, la inductancia, se relaciona con la masa 

inercial; C, la capacidad, con la respuesta elástica (energía que guarda el cristal durante la 

oscilación), y R, la resistencia, con las pérdidas por fricción del cristal de cuarzo. C0, posee 

tres contribuciones, la capacidad eléctrica del capacitor de placas paralelas (que forman 

los dos electrodos a ambos lados del cristal); la capacitancia parásita de pérdida debido a 

los conectores; y la capacidad de la doble capa eléctrica cuando el metal de uno de los 

electrodos está en contacto con una solución electrolítica.  

El análisis de impedancia electroacústico permite descomponer la variación de la 

frecuencia de resonancia del cristal de cuarzo en dos componentes: ȴXL y ȴR. Cuando la 

                                                      
114 Sauerbrey GZ. Z. Phys. 1959. 155(2): p. 206-222. 
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película adsorbida se comporta de manera rígida, se observa que ȴXL >> ȴR y su masa 

puede ser obtenida a partir de la ecuación de Sauerbrey. De no cumplirse esta condición, 

se pueden calcular propiedades viscoelásticas de las películas, pero no la masa adsorbida. 

 

Elipsometria 

La elipsometría es una técnica óptica que permite determinar el espesor y los coeficientes 

ópticos (índice de refracción nm (parte real) y coeficiente de extinción km (parte 

imaginaria) de una película delgada sobre un sustrato a partir de los cambios en el estado 

de polarización de la luz que se refleja en la interfase. Para entender este fenómeno, se 

considera un haz de luz monocromática polarizado que incide sobre una muestra tal 

como muestra la Figura 27: 

 

 
 
Figura 27. Esquema de un haz de luz polarizado de longitud de onda  que incide con un ángulo  sobre un sustrato 
recubierto con una película 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 función del vector de campo eléctrico E, el que 

presenta un comportamiento oscilante. Es posible descomponer este vector en dos 

componentes perpendiculares a la dirección de propagación, por ejemplo los 

componentes perpendicular y paralelo al plano de incidencia, llamados componente Ep y 

Es respectivamente. Para el haz incidente se puede  escribir115:  0, expI I
p p pE E i         

 0, expI I
s s sE E i           

y para el haz reflejado:  0, expR R
p p pE E i           

 0, expR R
s s sE E i           

                                                      
115 Collett E. Polarized Light: Fundamentals and Applications (Marcel Dekker Inc, New York, 1993). 
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donde i  y i (i = p, s) son los fases de cada componente para el haz incidente y el 

reflejado y se ha omitido el factor de propagación (t-z). En el caso particular en que p 

= s, la luz incidente se denomina linealmente polarizada y la oscilación del campo 

eléctrico ocurre en un plano. Cuando p  s el vector de campo eléctrico rota al oscilar 

describiendo un círculo (luz  circularmente polarizada, p - s = /2) o en el caso más 

general un elipse (luz elípticamente polarizada). 

El cociente entre el campo eléctrico incidente y reflejado para cada componente da 

origen a los coeficientes de reflexión complejos i (i = p, s), cuyo cociente es un 

coeficiente de reflexión normalizado: 

 0, 0,

0, 0,

exp
R I

p p s
p s p sI R

s p s

E E
i

E E

    
                   

 

Para simplificar esta ecuación se define: 

0, 0,

0, 0,

tan
R I

p s

I R
p s

E E

E E
                 

p s p s                 

 

y entonces   tan exp i             

 

Los ángulos  y  se conocen como ángulos elipsométricos porque permiten describir el 

cambio en la luz elípticamente polarizada al reflejarse en la superficie. 

El equipo que se emplea para determinar los ángulos 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: 

 

 
Figura 28. Disposición esquematica de los componentes de un elipsómetro de balance nulo. Se muestran los estados 

de polarización de la luz (NP: no polarizada, P: linealmente polarizada a 45, E: elíptiĐaŵeŶte polaƌizada, 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, p = p y EI
0,p = E

I
0,s). Este 

haz se refleja en la muestra y cambia su estado de polarización: luz elípticamente 

polarizada (E). Esta luz pasa a través de un compensador que vuelve a convertirla en luz 

linealmente polaƌizada ;P͛Ϳ, ƌetƌasaŶdo uŶa componente respecto de la otra. A partir del 

retraso necesario se puede determinar  = p - s. Finalmente la luz pasa por un segundo 

polarizador llamado analizador, que rota hasta lograr intensidad nula y permite 

determinar .  

Para relacionar los ángulos elipsométricos con las constantes ópticas de la película es 

necesario emplear un modelo basado en las ecuaciones de reflexión de Fresnel. En la 

Figura 28 se observa que para el modelo más simple de tres fases (que supone 

propiedades ópticas isotrópicas) el coeficiente de reflexión depende de 9 parámetros: el 

n y k del medio, película y sustrato, el espesor de la película, d, el ángulo de incidencia  y 

la longitud de onda del laser, :  

 

   tan exp , , , , , , , ,m m p p s si f n k n k n k d           

donde los subíndices m, p y s se refieren al medio, la pelicula y el sustrato, 

respectivamente. La forma explícita de la ecuación anterior es complicada116,117 por lo 

que la determinación de los parámetros ópticos de la película requiere del uso de 

métodos de ajuste no lineal. Los parámetros ópticos del medio (aire o solución acuosa) 

son en general conocidos y los del sustrato pueden determinarse en ausencia de la 

película. La determinación de np, kp y d a partir de  y  presenta el problema de contar 

con dos mediciones para determinan tres parámetros y por lo tanto existen varias 

soluciones al ajuste. Las estrategias para solucionar este problema involucran mediciones 

a distintos  (elipsometría multiangulo) o distintos  (elipsometría espectroscópica), 

mediciones en regiones del espectro donde kp = 0 (película transparente) o la medición de 

varias películas con distinto espesor manteniendo np y kp constantes (por ej. distintas 

etapas del autoensamblado capa por capa). 

 

Técnicas de Microscopía 

Microscopía de barrido de electrones (SEM) y de transmisión de electrones (TEM) 

La utilidad de la microscopía óptica en nanotecnología está severamente limitada por su 

resolución (del orden de 150nm118) dada por el limite de difracción de la luz. La 

microscopía electrónica no tiene este problema porque la longitud de onda de los e- (del 

orden de 10-2 a 10-3nm) es mucho menor que la luz visible o ultravioleta. Los microscopios 

electrónicos pueden resolver detalles del orden de nanómetros o incluso Angstroms. 

                                                      
116 Collett E. Polarized Light: Fundamentals and Applications (Marcel Dekker Inc, New York, 1993). 
117 Azzam RMA, Bashara NM. Ellipsometry and Polarized Light. (North Holland Publishing Company, Amsterdam, 1977). 
118 Goodhew PJ, Humphreys J, Beanland, R. Microscopy with light and electrons in Electron Microscopy and Analysis 
(Taylor & Francis, London, 2001) 
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Existen dos tipos de microscopios electrónicos: el Microscopio Electrónico de Transmisión 

(TEM) y el Microscopio Electrónico 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 elásticamente y electrones secundarios. Estos 

últimos se forman por la interacción del haz primario con la muestra y poseen energías 

mucho menores que dicho haz (< 50 eV)119.  

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 cañón que emite 

los electrones, un cátodo que los acelera, un sistema de lentes electromagnéticas que 

enfocan el haz de electrones sobre la muestra y uno o más detectores que recogen los 

electrones reflejados por la misma. Todos estos componentes y la muestra deben 

ubicarse en alto vacio (10-5 a 10-7 Pa). Existen dos tipos de cañones de electrones, los 

termoiónicos y los de emisión de campo, que emplean respectivamente un filamento de 

Tungsteno calentado a 2700 K o campos eléctricos muy elevados (> 109 V/m) para 

producir los electrones que formarán el haz. Los cañones de emisión de campo producen 

corrientes mayores, más estables y haces más monocromáticos que los termoiónicos y 

por lo tanto presentan mejor resolución, llegando en la actualidad a 0.5nm. 

Para evitar que la muestra se cargue electrostáticamente al irradiarla con el haz de 

electrones, esta debe ser conductora o debe recubrirse mediante una fina capa metálica 

(metalización). 

 

Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) 

La microscopía de fuerza atómica (también conocida por la sigla de su nombre en inglés, 

Atomic Force Microscopy, AFM) es una de las varias técnicas conocidas como 

microscopías de barrido por sonda (SPM). Estas se desarrollaron desde principios de los 

años ´80, revolucionando la física y la química de superficies permitiendo tomar imágenes 

y medir propiedades de superficies en escalas muy por debajo de lo que permite 

cualquier microscopía óptica. La microscopía de fuerza atómica en particular, admite el 

estudio de muestras de casi cualquier naturaleza, no limitándose, como la microscopía de 

efecto túnel, a muestras conductoras de la corriente eléctrica.  

La técnica de AFM mide la fuerza de interacción entre la muestra y una pequeña punta de 

prueba. La punta es aguda, unos pocos micrones de largo, y sus dimensiones alcanzan  

generalmente una decena de nanómetros de espesor. La punta se encuentra adosada a 

un fleje (más conocido en la jerga como cantilever, por su nombre en inglés), de 

aproximadamente 100-200ʅŵ de laƌgo. Este cantilever se dobla o deflecta debido a la 

fuerza de interacción punta-muestra. 

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

                                                      
119 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. Micrografía 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 

topográfico de la muestra. La medición en AFM corresponde a la fuerza de interacción 

entre los átomos 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 átomos se acercan, sus nubes 

electrónicas se solapan, y comienzan a experimentar fuerzas repulsivas. 

Existen distintos modos de operación en AFM, según 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 Ångström y las fuerzas que se miden son fuerzas repulsivas. En el modo no-contacto la 

punta se mantiene a decenas o cientos de Ångströms de la superficie, el cantilever se 

hace vibrar y se detectan cambios en la frecuencia resonante de vibración debido a 

fuerzas atractivas, según se barre la muestra. 

Las fuerzas repulsivas son algunos órdenes de magnitud mayores que las atractivas. Por lo 

cual, la operación en modo contacto requiere instrumental más sencillo y menos sensible. 

La desventaja de este modo de operación es que si la muestra no es lo suficientemente 

dura, podría dañarse por el contacto y la fuerza ejercida por la punta durante el arrastre 

sobre la superficie. 

El modo no-contacto no daña la muestra, pero requiere instrumentación mucho más 

sensible, más costosa, y por lo general, condiciones más extremas, como trabajar en ultra 

alto vacío. Sin embargo, esta es la técnica elegida para los barridos en las escalas más 

pequeñas, por debajo del nanómetro. 

El modo de contacto intermitente (más conocido por su nombre en inglés, tapping mode) 

se ha vuelto una técnica muy importante para el análisis de muestras blandas o muestras 

biológicas 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 más cerca de la superficie, 

de manera tal de ligeramente tocar la superficie al acercarse a la misma. 

La amplitud de la oscilación 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 dañe por la interacción, dado que no hay 

arrastre ni fricción por parte de la punta, como ocurría en el modo contacto. La resolución 

lograda por este modo es menor a la del modo no-contacto. Sin embargo, se vuelve viable 

una vez más trabajar con instrumental más sencillo y no necesariamente hay que hacerlo 

en condiciones extremas. Esta técnica resulta la más adecuada para el análisis de 

superficies amplias, con mayores cambios topográficos, como podrían ser las muestras 

biológicas, o poliméricas. 

Otra fuerza que también actúa y afecta los resultados en la microscopía de fuerza atómica 

es la conocida como fuerza capilar. En condiciones ambiente normales, la mayoría de las 

superficies se recubren por una delgada película de unas pocas moléculas de agua. El 

agua rodea a la punta y ejerce una fuerza atractiva muy fuerte. Por esta razón las 

aplicaciones más sensibles requieren trabajar en vacío, o incluso en ultra alto vacío. 

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 imágenes por igual. Otra ventaja de sumergir las muestras en ambiente líquido, es que 

de esta forma la medición se acerca más a las condiciones de operación del biosensor. 

Los microscopios de barrido por sonda suelen tener diseños muy similares. El barrido de 

la sonda sobre la muestra en la escala del micrón o inferiores es posible gracias a 

escáneres  piezoeléctricos. Estos materiales tienen la particularidad de sufrir 

deformaciones ante la aplicación de un voltaje. Mediante un cuidadoso calibrado y 

control por software, pueden utilizarse para barrer el área de estudio deseada. Se trabaja 

también en presencia de un lazo de retroalimentación, que permite ajustar la distancia de 

la sonda respecto de la muestra de acuerdo a la señal que se está midiendo en ese mismo 

instante. 

La gran mayoría de los equipos de AFM detectan la posición del cantilever con técnicas 

ópticas. En los dispositivos más comunes, un haz de láser incide sobre la parte superior 

del cantilever, y el haz reflejado es recibido en un fotodetector sensible a la posición. 

Cuando el cantilever se deflecta, cambia la posición del haz de láser reflejado en el 

fotosensor. Estos sistemas pueden detectar cambios por debajo del Ångström en la 

posición vertical.  

 

Espectrometría de desorción/ionización por láser asistida por una matriz (MALDI) 

La espectrometría de desorción/ionización por láser asistida por una matriz es un método 

de ionización que permite obtener información sobre la masa molecular exacta de 

biopolímeros 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 solución acuosa/alcohólica de la muestra con un gran exceso 

de una sustancia matriz que absorbe la radiación. La solución resultante se evapora en la 

superficie de una sonda metálica que se utiliza para la introducción de la muestra. La 

mezcla sólida se expone a la acción de un haz de láser pulsante, provocándose la 

sublimación del analito a iones que son introducidos en un espectrómetro de tiempo de 

vuelo (Time of flight, TOF) para el análisis de masas. Básicamente, en el analizador de 

tiempo de vuelo, los iones generados por láser son acelerados en un tubo analizador libre 

de campo mediante un campo eléctrico pulsante de 103 a 104 V. En la Figura 30 se puede 

apreciar un esquema de dicho espectrómetro de masas: 

 

 
Figura 30. Esquema de un espectrómetro de masas de tiempo de vuelo. 

 

La separación de los iones en función 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 energía cinética (depende del potencial aplicado entre las 

rendijas de aceleración), sus velocidades en él variarán inversamente a sus masas de 

acuerdo a la siguiente ecuación: 

21

2
EC zeV mv   

 

y por lo tanto las partículas más ligeras llegarán antes al detector que las pesadas. Los 

tiempos de vuelo característicos están entre 1 y 30ʅs.  El iŶteƌǀalo de tieŵpo eŶtƌe los 
pulsos del láser es tal que el espectro completo puede registrarse durante el intervalo 

que hay entre los pulsos.  

Una molécula naturalmente posee energía rotacional, vibracional y electrónica, y energía 

cinética de movimiento si se trata de un líquido o un gas. Bajo muchas circunstancias 

cotidianas, si la molécula o grupo de moléculas aumentan su energía interna durante un 

peƌíodo ͞ƌelatiǀaŵeŶte͟ laƌgo de tieŵpo, las ŵoléĐulas ǀuelǀeŶ a su estado de eƋuiliďƌio 
por disipación del exceso de energía al medio circundante sin causar cambios en su 

estructura molecular. Superada un cierta cantidad de energía en un período de tiempo 
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muy corto, la energía no puede ser disipada lo suficientemente rápido y 

consecuentemente la sustancia se funde y vaporiza por conversión de la energía interna 

vibracional y rotacional en traslacional; simultáneamente, la excitación electrónica puede 

ser lo suficientemente grande para expulsar electrones de la molécula para dar iones. De 

esta forma, la imposición de una elevada energía en un sistema molecular durante un 

período de tiempo corto puede causar su vaporización, posible destrucción y, lo más 

importante para espectrometría de masas, su ionización. 

A modo de ejemplo, la Figura 31 muestra un espectro de MALDI para albúmina de suero 

bovino (BSA), que constituye un patrón estándar usado para la calibración del equipo. Se 

observa una masa molecular de aproximadamente 66000 Daltons. El espectro se 

caracteriza por la ausencia de fragmentaciones del ión analito. Se observa asimismo que 

aparecen iones de carga múltiple:  
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Figura 31. Espectro MALDI con una matriz de ácido sinapínico irradiada a 337nm. 

 

En espectrometría MALDI es la fuente láser la que proporciona a la muestra una gran 

densidad de energía en un pequeño espacio. La sustancia matriz, que posee una banda de 

absorción que coincide con la energía de radiación del láser, rápidamente aumenta su 

energía y transfiere parte de esa energía al analito causando su desorción e ionización.  

 

Cromatografía liquida rápida para proteínas (FPLC) 

La cromatografía liquida rápida para proteínas es una forma de cromatografía liquida, 

similar a la cromatografía   liquida de alta performance (HPLC). Esta es usada para 

purificar proteínas y otros polímeros contenidos en mezclas complejas. 

La fase estacionaria es típicamente una resina compuesta de partículas 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, típicamente PEEK u otro plástico 

inerte, a partir de un reservorio externo.  

Las columnas usadas en un FPLC permiten separar macromoléculas basadas en su 

distribución de carga (intercambio iónico), hidrofobicidad (fase reversa) o bio-

reconocimiento (cromatografía de afinidad). El las columnas de FPLC solo puede ser 

usado hasta un máximo de presión de 3-4 Mpa (435-580 psi), valores inferiores a los 

máximos de presión usados en HPLC.  Las columnas empleadas en esta tesis se 

encuentran descriptas en la sección Obtención, Purificación y Caracterización de Lacasas 

de este Capitulo. 

 

 

EQUIPOS UTILIZADOS 

Potenciostato 

Para las mediciones se utilizó el equipo comercial AUTOLAB PGSTAT 30 

potentiostat/galvanostat, capaz de trabajar también como bipotenciostato. Para los 

experimentos con electrodo rotatorio se utilizó un controlador de velocidad de 

fabricación artesanal en el laboratorio y un motor Micro Switch DC Control, FREEPORT. 

Las medidas de impedancia electroquímica fueron realizadas en colaboración con el Dr. 

Mario Tagliazucchi del Laboratorio de Electroquímica Molecular, FCEyN-UBA, y se 

realizaron empleando un módulo analizador de respuesta de frecuencias (FRA 2) 

aplicando señales de excitación en el intervalo de frecuencias 1‐ϭϬϲ Hz Ǉ de uŶa aŵplitud 
de 10mV. En este caso se empleó el programa FRA para controlar el potenciostato. 

 

Electrodos de trabajo 

Para los experimentos con electrodos estáticos (no rotatorios) se trabajó con electrodos  

preparados por evaporación de Oro sobre obleas de Si provistas por Motorola®. Las 

obleas son tratadas en un equipo de limpieza Soxhlet durante tres días con acetona para 

eliminar la contaminación orgánica; luego son sumergidas en HF 10%  para quitar todo 

resto de SiO2; 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 único, descartándose luego de cada experimento.  

El hecho de que estos electrodos puedan montarse en la celda previa modificación, 

permite realizar los procesos de autoensamblado únicamente sobre la pequeña área que 

será estudiada. 

Por otro lado, el electrodo rotatorio consistió en un pequeño cilindro de Au encapsulado 

en Kel-F con las conexiones eléctricas adecuadas. Se utilizo el área geométrica.  
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Finalmente,  se realizaron medidas con electrodos de carbono espectroscópico en forma 

de ďaƌƌas de la ŵaƌĐa ͞NatioŶal CaƌďoŶ͟ de EE.UU. Estas barras están compuestas por 

carbono grafitico de alta pureza. 

 

Contraelectrodo y  Electrodo de referencia 

El contraelectrodo utilizado en todos los casos consistió en una malla de Pt, unida a un 

alambre del mismo material como conexión eléctrica. Como electrodo de referencia se 

utilizó un  electrodo de Ag/AgCl. Este se preparó con un alambre de Ag, recubierto con 

AgCl, inmerso en una solución 3M de KCl, con un pequeño cristal de AgCl en su interior 

dentro de un tubo  delgado de vidrio separado de la solución de la celda por un cerámico 

poroso. Todos los potenciales  utilizados en esta tesis están referidos a este electrodo. 

 

Espectrómetro de Dispersión Raman 

Estos experimentos fueron realizados en colaboración con el Dr. Nicolás Tognalli 

(Laboratorio del Dr. Alejandro Fainstein, Instituto Balseiro, San Carlos de Bariloche). Se 

utilizó uŶ espeĐtƌóŵetƌo tƌiple JoďiŶ‐YǀoŶ TϲϰϬϬϬ opeƌaŶdo eŶ ŵodo sustƌaĐtiǀo Ǉ 
equipado con un dispositivo de cargas interconectadas (charge‐coupled device, CCD) 

enfriado con N2 líquido. La excitación se realizó con energías entre 1.916 eV (647nm) y 

Ϯ.ϳϬϳ eV ;ϰϱϴŶŵͿ de las ϭϭ líŶeas de uŶ láseƌ Aƌ‐Kƌ.  
Las mediciones Raman resonante de las partículas núcleo-cáscara se realizaron con 

excitación a 514nm usando un láser Ar-Kr, con 10mW de potencia enfocados en una 

región circular de 100µm  de diámetro.  

 

Espectrómetro de Fotoemisión de Rayos X (XPS) 

Las mediciones de XPS fueron realizadas en colaboración  con el  Dr. Federico Williams en 

el Instituto de Química Física de los Materiales, Medio Ambiente y Energía de FCEyN-UBA. 

Se empleó un sistema de ultra alto vacío para análisis de superficies equipado con XPS, 

espectroscopía fotoelectrónica ultravioleta (UPS) y espectroscopía de dispersión iónica 

(ISS) (SPECS, Alemania) operando a una presióŶ de ≈ ϯ ǆ ϭϬ‐ϵ mbar. Los espectros fueron 

oďteŶidos ĐoŶ uŶ aŶalizadoƌ de eŶeƌgía heŵiesféƌiĐo de ϭϱϬ ŵŵ ;PHOIBO“‐ϭϱϬ, “PEC“Ϳ 
que permite la detección simultánea de los fotoelectrones en 9 canales y por ende, 

menores tiempos de adquisición de datos (0.5seg poƌ datoͿ ĐoŶ uŶa ƌelaĐióŶ señal‐ƌuido 
satisfaĐtoƌia. A su ǀez, se utilizó uŶa fueŶte de ƌaǇos X de áŶodo ŵiǆto de Al/Mg ;X‘‐ϱϬ, 
SPECS) de una intensidad estándar. En particular, se empleó la línea Kα del Mg (energía 

de excitación 1253.6 eV, 250 W).  Las relaciones entre elementos fueron calculadas 

normalizando las áreas de pico con las secciones eficaces de fotoionización 

correspondientes120.  

 

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

Se trabajó con una microbalanza construida en el Laboratorio de Electroquímica 

Molecular. La frecuencia de resonancia del cristal de cuarzo fue medida con un 

frecuencímetro Hewlett Packard 5334B, conectado a una PC Intel 386 a través de una 

placa IEEE con una resolución de 0.1Hz y estabilidad superior a 1Hz min-1. La adquisición y 

análisis de datos se realizó 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 utilizándose una  regresión no lineal para 

determinar los parámetros equivalentes. 

Se utilizaron cristales de cuarzo comerciales (ICM, Oklahoma City, OK) de corte AT, con los 

siguientes metales depositados: Pd, 100nm, Ti, 200nm, Au 1ʅm. El diámetro del cuarzo 

fue 14mm, y el diámetro del centro de Au fue 5mm (área activa 0.196cm2), 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  

perturbación eléctrica. Para las mediciones de procesos de adsorción, uno solo de estos 

electrodos se utiliza para el análisis, quedando el segundo en contacto con el aire, al otro 

lado de la celda. Se utilizaron celdas de Teflón y de acrílico de fabricación artesanal.  

 

Elipsómetro 

Las mediciones elipsométricas se realizaron en colaboración con el Dr. Mario Tagliazucchi 

(Laboratorio de Electroquímica 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 ángulo de 

incidencia  es variable y en esta tesis se empleo  = 70 para todas las mediciones. Las 

medidas se realizaron sobre los sustratos de Oro evaporado empleados para voltametría 

cíclica y preparados y limpiados como se indicó anteriormente. Estas medidas se 

realizaron ex-situ (en aire) y el ajuste de los datos experimentales se realizó con el 

software provisto por el fabricante del equipo y/o con una hoja de cálculo de MS Excel. 

 

Microscopio electrónico de barrido (SEM) y Microscopio electrónico de 

transmisión (TEM) 

Las imágenes SEM de esta tesis fueron adquiridas con un microscopio Zeiss DSM 982 

GEMINI (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) perteneciente al Centro de Microscopías 

Avanzadas (CMA) de la FCEN-UBA. Este microscopio emplea un cañón de emisión 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 imágenes TEM se empleó  un microscopio de transmisión Phillips CM200 

equipado con una lente objetivo ultrafina. El voltaje de aceleración usado fue de 200keV. 

Para las observaciones con TEM de las nanopartículas núcleo-cáscara, estas fueron 

depositadas sobre films de soporte comerciales de carbón ultra finos los cuales a su vez 

son depositados sobre grillas de cobre. El espesor de la película de carbón es de 
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aproximadamente 4nm. Estas imágenes fueron tomadas por el Dr. Horacio Troiani del 

CAB-CNEA. 

 

Microscopio de fuerza atómica (AFM) 

Todas las mediciones de AFM se realizaron en el Centro de Microscopías 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 IIIa SPM (Digital 

Instrument -Veeco). El mismo permite el uso de varias técnicas de microscopía de fuerza 

atómica (AFM): modo contacto, contacto intermitente (tapping mode), fase, volumen de 

fuerza, y las variantes derivadas de la combinación de contacto intermitente y la 

electrónica extendida. El scanner piezoeléctrico J utilizado tiene un intervalo lateral de 

150ʅm. Los cantilevers fueron de Si3N4 con una constante elástica de 0.32N/m (Nano 

Devices, Veeco Metrology, Santa Barbara, California). Se adquirieron simultáneamente 

imágenes de topografía y deflexión o amplitud según el modo de operación usado. Las 

imágenes adquiridas fueron procesadas con el software del equipo NANOSCOPE. 

 

Espectrometría de desorción/ionización por láser asistida por una matriz (MALDI) 

Los espectros de masa MALDI se adquirieron con un espectrómetro de masa Omniflex 

Broker Daltonics, operado en modo lineal a un voltaje de aceleración de 19keV. Se usó 

aĐido α-ciano-4-hidroxicinnamico como matriz. 

 

Microscopio electroquímico de barrido (SECM) 

El microscopio electroquímico de barrido usado es de fabricación casera. La celda 

electroquímica 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 móviles. El sistema fue guiado por 

motores paso a paso, controlados por computadora con una resolución nominal de 

0.6µm por medio paso en cada dirección (OWIS GmbH, Germany). El potencial de la 

punta se controló mediante un bipotenciostado (EI-400 FCV, Cypress Systems, USA). Se 

montó una cámara CCD sobre la celda para ayudar con el correcto posicionamiento de la 

punta sobre el área de la muestra en estudio. Se usó un software hecho a medida en 

Visual Basic para el control del SECM, el posicionamiento de la muestra, la adquisición de 

datos y display. 

Las puntas fueron aisladas dentro de tubos de cuarzo. Los ultramicroelectrodos de Platino 

con forma de disco ( 5 a 10µm en diámetro) se fabricaron estirando cables de 

Platino(Goodfellow, UK)  de 25µm de diámetro 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 solución de Piranha (H2O2/H2SO4 3:1) recién preparada durante 1 minuto. Se 

comprobó la limpieza de los electrodos por voltametría cíclica a 0.1Vs-1 entre 0 y 1.6 V en 

H2SO4 2M. En el caso de observar trazas de otras especies, se cicló el electrodo a 10 Vs-1 

hasta que ya no se observaron contaminantes superficiales.  

El electrodo rotatorio de Au se pulió sucesivamente sobre paños embebidos en 

soluciones de alúmina en agua sobre distintos paños utilizando soluciones de partículas 

de tamaño decreciente, 1ʅm, 0.3ʅm y 0.05ʅm. Después de cada paso de pulido, se sonicó 

el electrodo en una solución 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 utilizó una celda de Teflon® para tres electrodos, provista con entrada y salida de gases. 

En los casos en los que se necesitó atmósfera controlada se utilizó una celda hermética de 

vidrio, con entrada para gases inertes (N2 o Ar2). Todas las celdas se limpiaron con un 

tratamiento de KMnO4 y H2O2 acidificada. 

 

Preparación de electrodos de oro planos modificados 

Para iniciar la construcción de electrodos modificados se partió siempre de sustratos de 

Au tratados como se describió en la sección anterior. El primer paso consistió en la 

inmersión del electrodo en solución de mercaptopronanosulfonato de sodio (MPS) 20mM 

en H2SO4 10mM durante 30 minutos. Después de esta primera modificación 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 fabricación del electrodo. El pH de las soluciones de PAH-Os fue ajustado 

mediante agregados de HCl o NaOH. La concentración de Os en las soluciones de 

polímero PAH-Os se calculó por espectrofotometría UV-Vis a partir del máximo de 

absorción de 480nm.  

Con respecto a la fabricación de los electrodos Au-MPS-(PAH-Osn/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 adsorción de ambos componentes. En el caso de la Lacasa la adsorción se 

realizó a partir de una solución 0.5mg.mL-1 en agua MilliQ (pH alrededor de 5) donde la 
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proteína lleva una carga neta negativa (pI de Lacasa: 4.4). La solución de PAH-Os siempre 

fue una solución en agua y llevada a pH 8.0 con NaOH. La concentración de esta solución 

fue de 0.44mM PAH-Os. Cada polielectrolito se dejó reaccionar durante 10 minutos, y a 

temperatura ambiente. 

 

Preparación de electrodos rotatorios de oro modificados 

Los electrodos de trabajo usados fueron discos de Oro de 5mm de diámetro incluidos el 

polímero KelF. Todas las mediciones electroquímicas se realizaron en buffer acetato 0.1M 

de pH 4.7 conteniendo 0.2M KNO3.  

Con respecto a la modificación 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 aniónicos sulfonatos y luego realizar la adsorción de ambos 

componentes. En el caso de la Lacasa la adsorción se realizó a partir de una solución 

0.5mg.mL-1 en agua MilliQ (pH alrededor de 5) en la que la proteína tiene una carga neta 

negativa (pI de Lacasa: 4.4). La solución de PAH-Os siempre fue acuosa y llevada a pH 8.0 

con NaOH. La concentración de esta solución fue de 0.44mM PAH-Os. 

 

Control de la presión parcial de oxígeno en el buffer de medida 

Antes de cada medida las soluciones se saturaron con argón puro, o mezclas de argón 

/oxígeno en diferentes proporciones. La presión parcial de oxígeno, pO2, de esta mezcla 

de gases se controló por medio de precisos medidores de flujo y reguladores de flujo (G. 

Bruno Schilling, Argentina). Se calibró esta mezcla de O2/Ar usando el valor de la corriente 

límite de Koutecky empleando el  electrodo de disco rotatorio.  

La corriente catalítica para la reducción de oxígeno se midió variando la presión parcial de 

oxígeno con presaturación de la solución de trabajo y burbujeo en la celda electroquímica 

durante 10min y manteniendo la atmosfera del gas seleccionado sobre el electrolito 

durante las mediciones121. 

 

Síntesis de complejos redox y polímeros redox 

Se siguió el procedimiento descripto por Danilowicz y col.122, representado en la Figura 32 

que consiste en la unión covalente del complejo a los grupos amino de la polialilamina 

mediante la formación de una imina (base de Schiff) y posterior reducción con NaBH4. 

                                                      
121 Calvo EJ, Schiffrin DJ. J. Electroanal. Chem. 1988, 243 (1), 171–185. 
122 Danilowicz C, Cortón E, Battaglini F. Journal of Electroanalytical Chemistry. Vol 445, Issues 1-2, 31 March 1998, p 89-
94.  

http://www.sciencedirect.com/science/journal/15726657
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235250%231998%23995549998%2352321%23FLA%23&_cdi=5250&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=b950bb2ed082d145a93e9ece9f0c2086
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Figura 32. Diagrama representando la síntesis de la PAH-Os. 

 

Protección de piridina 4 aldehído: se mezcló 1g de piridina 4-aldehído, 730µL de 

etilenglicol, 200mg de ácido p-toluensulfonico y 100ml de benceno en un balón de 250mL 

equipado con una trampa de Dean Stark y un refrigerante. La mezcla se calentó a reflujo 

por 4 horas. El solvente fue evaporado bajo presión reducida y el residuo fue purificado 

en columna de sílica gel usando CHCl3/CH3OH (100:4) como eluyente. 

 

Síntesis de (Os(bpy)2Cl(piacetal))+: 150 mg de Os(bpy)2Cl2 se disolvieron en 20mL de agua 

etanol (1:1) agregándose un exceso del acetal de piridina 4 aldehído (aproximadamente 

una relación molar 1:15) reflujandose por 6 horas en atmósfera de N2. Posteriormente, se 

enfrió la solución, filtrándose el exceso de ligando precipitado. El solvente fue evaporado 

y el producto crudo fue purificado en una columna de alúmina neutra empleando 

CH3CN/CH3OH (2:1) como eluyente 

 

Desprotección de (Os(bpy)2Cl(pyacetal))+: en 5mL de HCL 1M se disolvieron 30mg de 

(Os(bpy)2Cl(pyacetal)Cl  y calentándose a 50°C por 1 hora. La solución fue neutralizada 

lentamente con NaHCO3 y el producto se extrajo con CHCl3. 

 

Síntesis de PAH-Os(bpy)2ClpyCHO+: la PAH fue sometida a un proceso de dializado contra 

agua en una membrana de diálisis 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 solución metanolica de Os(bpy)2Cl(pyCHO)Cl 

(22mg) fue agregada lentamente durante una hora. La mezcla fue agitada continuamente 

durante una hora más. Finalmente se incorporó un exceso de NaBH4 en la solución 

enfriada sobre un baño de hielo. Se continúo con la agitación por una hora más. El 

metanol fue removido con presión reducida y el residuo fue redisuelto en agua. Esta 

solución fue dializada contra agua durante 72 horas. 

Una fracción del producto de síntesis del polímero modificado se analizó por resonancia 

magnética nuclear, 1H-RMN, observándose las señales de los grupos alquílicos de la PAH 

;ɷ: ϭ.ϯ, ϭ.ϴ Ǉ Ϯ.ϵ ppmͿ Ǉ las de las ďipiƌidiŶas Ǉ piƌidiŶa del Đoŵplejo de Os ;ɷ: ϲ.ϴ, ϳ.ϰ Ǉ 
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8.2 ppm). La relación de la integración de ambas señales (36.1:9.4) indicó la presencia de 

1 complejo de Osmio por cada 8 unidades de PAH. 

 

Síntesis de Nanopartículas de Oro 

Las nanopartículas de Oro se sintetizaron usando una modificación del método 

Turkevich123: Se disolvieron 4.5mg de ácido tetracloroaurico (HAuCl4) en 45mL de agua 

MilliQ y 10mL de esta solución se llevo a hervor en un balón bajo agitación. Una solución 

conteniendo 1.6mL de citrato de sodio al 1%  y 10µL de una solución de 4.3mg de MPS en 

100µL de agua fueron agregados simultáneamente a la solución. Se produjo un viraje al 

color rojo luego de 5 minutos y la intensidad del color aumentó con el tiempo. Se 

mantuvo el hervor por otros 20 minutos después de lo cual se removió el calor y se 

continúo agitando por 15 min. Las nanopartículas fueron filtradas usando papel Whatman 

No1 para remover impurezas. Luego, se centrifugaron  8mL de la suspensión de 

nanopartículas en Eppendorfs de 1.5mL a 4500g durante 45 minutos para remover el 

exceso de tiol, el sobrenadante se descartó y las partículas fueron redispersadas en 4mL 

de agua. 
 

Síntesis de Nanopartículas núcleo-cáscara 

Se uso PAH-Os como polielectrolito redox. La adsorción repetitiva de PAH-Os y GOx sobre 

las nanopartículas de Oro tioladas con MPS se llevó a cabo de la siguiente manera: se 

agregaron 4mL de una suspensión 6.8 × 10-10 M de nanopartículas a 4mL de una solución 

4.4 × 10-4 M de PAH-Os de pH 8.75 bajo agitación 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 solución de GOx de 0.5mg.mL-1 en buffer Tris pH 8 20mM bajo agitación y a 

temperatura ambiente. Esto se dejó durante 1h y luego las nanopartículas se lavaron para 

remover el exceso de GOx, empleando tres ciclos de lavado durante 45 min a 4500G cada 

uno. Estos pasos de deposición se repitieron hasta que se depositaron el número deseado 

de capas de enzima y de polímero. 

 

Oxidación de Nanopartículas núcleo-cáscara 

Se agregó 20µL de peroxidasa de Poroto de Soja 1mg/mL a 500µL de la solución de 

nanopartículas (3 × 1011 partículas/mL) y se incubó durante 5 minutos. Luego, se 

agregaron 25µL de H2O2 3µM y se incubó durante 15 min. Se realizaron tres ciclos de 

lavado de 45 minutos de 4500G para separar las nanopartículas, las cuales fueron luego 

redispersadas en un volumen final de 30µL.  

 

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

Las cavidades metálicas usadas en esta Tesis fueron fabricadas por el Dr. Nicolás Tognalli 

(CAB-CNEA, Laboratorio de Propiedades Ópticas). 

El primer paso para fabricar las nanocavidades metálicas consiste en lograr depositar por 

evaporación controlada de solvente una monocapa ordenada de esferas de poliestireno 

(típicamente de entre 300 y 900nm de diámetro) sobre una superficie de Au plana en una 

región de  1cm2.  

El procedimiento comienza con la modificación de la superficie de Oro con una monocapa 

autoensamblada de Cisteamina empleando una solución 10mM en etanol. Este primer 

paso sirve para otorgarle a la superficie un carácter polar que mejora el posterior mojado 

con la solución coloidal y da lugar a una atracción electrostática con las nanopartículas de 

látex cargadas negativamente. 

Luego, se fabricó con este sustrato una celda delgada agregando parafilm y un 

cubreobjetos. En esta celda se introdujeron  ϭϬʅl de una solución coloidal de esferas de 

poliestireno monodispersas de 350, 500, 600, 700, 800 o 900nm de diámetro 1%  en H2O 

(Duke Scientific Corporation). Luego se colocó la muestra en posición oblicua dentro de 

una cámara de cría 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 tamaño de 

esfera utilizada. Estos parámetros son críticos para que el crecimiento sea ordenado en 

una región macroscópica (1cm2). En la siguiente figura se muestra un esquema del 

proceso de evaporación controlada y las fuerzas involucradas: 

 

 
Figura 33. Esquema del proceso de ensamblado de esferas de poliestireno de entre 300 y 900nm de diámetro por 
evaporación controlada del solvente. Las tres fuerzas involucradas durante el depósito de las esferas de látex están 
presentadas en la figura: gravedad, tensión superficial y atracción electrostática entre la superficie de Au modificada 
con cisteamina y las esferas de poliestireno, E. 

 

Las nanopartículas de poliestireno son comerciales y poseen una carga superficial 

negativa. Sin embargo una vez que están en la celda y dentro de la cámara de cría por 

varias horas pueden sedimentar. Por otra parte, una vez que el solvente comienza a 

evaporarse ocurren dos fenómenos más que se deben compatibilizar entre sí 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 concentración de esferas aumenta por la evaporación del solvente haciendo que 

la repulsión entre esferas aumente dado que la separación disminuye hasta el límite en el 

que se agregan. Por otra parte se forma un menisco en la solución donde la fuerza de 

tensión superficial es tan grande que a medida que avanza (debido a la evaporación) hace 

que las esferas en las cercanías 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 solución de 

compromiso para que las esferas de poliestireno de diferentes diámetros se ordenen 

surge entonces encontrando condiciones de temperatura y humedad en las cuales el 

menisco avanza suficientemente lento como para permitir un ordenamiento de 

nanopartículas dándole tiempo a estas para que encuentren la posición ideal dentro de la 

estructura compacta, y además la evaporación no es tan lenta como para evitar que las 

nanopartículas sedimenten por gravedad o por simple interacción con el substrato.  

La siguiente etapa de fabricación consiste en el proceso de electrodepósito metálico 

controlado de Au o Ag llenando los intersticios entre esferas de poliestireno hasta la 

fracción de diámetro deseada entre 0 y 1, (altura h = e/d, con e = espesor del film y d = 

diámetro de la esfera de látex). 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 solución a través de unos 10 pasos sucesivos de 

ϱϬϬʅŵ Đada uŶoͿ que se realizó en una muestra con un molde de esferas de látex de 

600nm de diámetro: 

 

 
Figura 34. Arriba a la izquierda: Curva electroquímica para el electrodeposito de Au en un autoensamblado de látex 
de 600nm. Las líneas punteadas identifican regiones características del electrodeposito. Ver texto para más 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 imágenes SEM 
tomadas en la misma muestra con mayor resolución 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 función del tiempo para este 

sistema. Se pueden identificar diferentes regiones a lo largo del electrodeposito. Desde el 

inicio del proceso hasta la línea 1) se polariza el electrodo y se forma una doble capa 

electroquímica. Desde 1) hasta 2) se comienzan a nuclear los sitios del electrodepósito. A 

partir de 2) el metal depositado adquiere la forma del molde llenando los intersticios que 

dejan las esferas de látex. La línea 3) indica que se ha alcanzado la mitad del diámetro 

(d/2) de las esferas (mínimo 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 1mm) 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 imágenes SEM con mayor resolución 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 depósitos de oro utilizamos una celda 

electroquímica estándar de tres electrodos: el substrato como electrodo de trabajo, un 

electrodo de referencia de Ag/AgCl y una lámina de Pt como contraelectrodo.  

El método de fabricación de las cavidades metálicas ordenadas finaliza con una remoción 

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 

electroquímica que depende del metal electrodepositado. Para el Au se realizan 200 

ciclos electroquímicos de oxido-reducción en una solución 0.5M de H2SO4 entre 0.2 y 1.6V 

vs. Ag/AgCl a 1V/s. En el caso de las cavidades de Ag, luego de la disolución con DMF de 

las partículas se realiza una posterior limpieza mediante sonicacion en isopropanol, 

etanol y agua, durante 10 minutos cada uno. 

 

Obtención, purificación y caracterización de las Lacasas 

Organismo 

En este estudio se usó 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 Biológicas, Facultad de Ciencias Exactas 

y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Laboratorio de la Dra. Laura Levin) de  

Trametes Trogii (Funalia Trogii) (Polyporaceae, Aphyllophorales, Basidiomycetes)124. Los 

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

 

                                                      
124 Levin 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 MgSO4·7H2O, 0.5g de KH2PO4, 0.5 g de K2HPO4, 0.6 g de MnCl2·4H2O, 0.09 

mg de H3BO3, 0.07mg de Na2MoO4·H2O, 0.02 mg de FeCl3, 1 mg de ZnCl2, 3.5 mg de 

clorhidrato de tiamina, 0.1 mg de asparagina monohidratada,  agua destilada hasta 1L, 

suplementado con sulfato cúprico 1mM. 

El pH inicial del medio se ajustó a 6.5 con NaOH 1N. Usando frascos Erlenmeyer de 

500mL, se inocularon 50mL de medio con cuatro tacos de agar con micelio de 25mm2 de 

un cultivo de 7 días crecido sobre extracto de malta (1.3%  extracto de malta, 1%  glucosa, 

2%  agar). La incubación fue llevada a cabo sin agitación a 28±1°C. Los cultivos se 

cosecharon el día 22 y fueron filtrados con papel  de filtro. El sobrenadante del cultivo 

;͞Đƌudo de LaĐasa͟Ϳ se usó como la fuente de enzima. 

 

Filtrado y precipitado de proteínas 

Partiendo del crudo de Lacasa, con la colaboración de Nestor Javier Filiel (Laboratorio de 

Electroquímica Molecular, FCEyN-UBA) y del Dr. Diego Pallarola (Laboratorio de 

Electroquímica, FCEyN-UBA), se procedió a la purificación de la enzima Lacasa. El FPLC 

usado fue un  modelo ÄKTA Explorer 10 (GE Amersham) perteneciente al Laboratorio del 

Dr. Fernando Battaglini (FCEyN-UBA). 

El crudo amarillo del cultivo se filtró con un papel de filtro. Las proteínas se precipitaron 

agregando lentamente (NH4)2SO4 en baño de hielo hasta saturación. Luego de esperar 1h 

para permitir que las proteínas precipiten completamente, la solución se centrifugó en 

uŶa ĐeŶtƌifuga BeĐkŵaŶŶ ;ϯϬŵiŶ, ϱϱϬϬƌpŵ, ϭϳ͛͛ ƌotoƌͿ. 
El pellet se disolvió 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 absorción a 

280nm (Figura 35).  

 



66 
 

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8  abs 280/4

 conductiv *10

Volumen / mL

A
b
s
o
rb

a
n
c
ia

 /
 a

.u
.

0

70

140

210

280

350 C
o
n
d
u
c
tiv

id
a
d
 x

 1
0
 / m

S
.c

m
-1

 
Figura 35. Purificación de Lacasa Trametes Trogii: cromatografía de desalado. Curva negra: absorbancia a 280nm. 
Curva roja: conductividad. 

 

Cromatografía de intercambio iónico 

Lo colectado de la columna de desalado se llevó a buffer 0.1M Tris de pH 6 (3mg.mL-1) 

usando una celda de ultrafiltración.  Esta preparación de enzima se pasó por una columna 

de intercambio iónico HiPrep 16/10 Q FF (Amersham Bioscience) en porciones de 500µL y 

equilibrada con el mismo buffer a un flujo de 4mL.min-1. 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 recogió una primera fracción con actividad 

Lacasa y se llevó a agua mediante ultrafiltración, mientras que la segunda fracción no 

presentó actividad de Lacasa. Parte de la Lacasa pura se guardó en alícuotas en freezer 

para ser usada a corto plazo. Otra parte se liofilizó y se guardó en freezer para ser usada a 

largo plazo. 

La Figura 36 muestra la corrida de cromatografía FPLC de intercambio iónico. 
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Figura 36. Purificación de Lacasa de Trametes Trogii: columna de intercambio iónico  HiPrep 16/10 Q FF. Curva negra: 
absorbancia a 280nm. Curva roja: gradiente de NaCl. En azul se muestra la fracción colectada. 

 

Actividad enzimática 

La cantidad total de proteínas se determinó usando el método de unión de colorante de 

Bradford125 con Albumina de suero bovino como estándar. La actividad de la enzima fue 

medida espectrofotométricamente en buffer sodio acetato pH ϱ a Ϯϱ°C, usaŶdo Ϯ,Ϯ͛-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS)126.  
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Figura 37. 2,2'- Ácido 2,2'-azino-bis(3-etillbenztiazolin-6-sulfónico),  el colorante usado para los ensayos 

de actividad en la Lacasa.  

 

La oxidación del ABTS se determinó por el aumento en la absorbancia a 420nm ;ɸ420= 

36000 M-1cm-1). La actividad de la Lacasa se expresó en unidades internacionales, como la 

cantidad de enzima requerida para generar 1µmol de producto por minuto. La actividad 

del crudo de la enzima resultó ser de 650 U.mg-1 de proteínas mientras que la enzima 

purificada tuvo una actividad de 134 U.mg-1. 

 

                                                      

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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Espectroscopía UV-Visible 

Una vez purificada esta enzima, se caracterizó por espectroscopía UV-Vis, MALDI-TOF y 

gel electroforesis. En esta sección se mostrará la caracterización por espectroscopía UV-

Vis. 

En la Figura 38 se observa el espectro de la solución de partida, el crudo de Lacasa.  

Mientras que la Figura 39 A y B a continuación muestran el espectro UV-Vis de esta 

Lacasa purificada en agua y una foto de esa misma solución apreciándose la coloración 

azulada, respectivamente: 
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Figura 38. Espectro de absorción UV-Vis del crudo de Lacasa. 
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Figura 39. A: Espectro de absorción UV-Vis de una solución en agua de Lacasa Trametes Trogii purificada. B: 
Fotografía de una solución concentrada de Lacasa de Trametes Trogii purificada. 
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En la Figura 38 no se aprecia ninguna característica, esto es debido a la alta impureza de 

esa solución. Sin embargo, en la solución purificada (Figura 39 A) se puede distinguir el 

pico a 280nm característico de toda proteína, y también la banda de absorción del T1 en 

estado oxidado, lo que le da a la enzima su típica coloración azulada. Para determinar la 

concentración de Lacasa en esta la solución se hizo uso del ɸ280nm reportado por Garzillo y 

col.127 (1 u.a a 280nm corresponde a una concentración de 0.91mg.mL-1). 

En la Figura 39 B se puede apreciar una fotografía que corresponde a una solución del 

doble de concentración que la del espectro. 

 

Determinación de masa molar 

La masa molar de la Lacasa purificada se determinó por SDS-PAGE y  espectro de masa 

MALDI-TOF. El SDS page analítico con dodecilsulfato de sodio se llevó a cabo como lo 

describe Laemmli128 usando un sistema de Bio Rad Mini Protean III y geles de 0.75mm de 

espesor, con geles de poliacrilamida al 12%  usando marcadores de peso molecular (Sigma 

Aldrich). Las bandas proteicas se tiñeron con Azul brillante de Coomasie R-250 y con Plata. 

 

SDS-PAGE 

Se realizó la electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes (los resultados se muestran 

en la Figura 40). Los geles de poliacrilamida se corrieron usando  25mM Tris-HCl buffer, 

pH 8.3, 0.19 M glicina, 0.1 %  SDS. El gel separador se formó con 12.5 %  acrilamida, 0.375 

M Tris-HCl buffer pH 8.80, 0.1 %  SDS, y el gel concentrador con  5 %  acrilamida, 60 mM 

Tris-HCl buffer pH 6.80, 0.1 %  SDS. Las muestras se trataron antes de ser cargadas al gel 

con 0.125 M Tris-HCl 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.   

                                                      
127 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 Laemmli UK (August 1970). Nature 227 (5259): 680–685. 
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Figura 40. A: Electroforesis de estándares moleculares, Lacasa del crudo de Trametes Trogii, bajo condiciones 
desnaturalizantes, revelado con tinción por plata. B: Electroforesis de estándares 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. 

 

Análisis por MALDI-TOF 

Los espectros de MALDI-TOF se registraron usando un espectrómetro de masa Omniflex 

Bruker Daltonics (INQUIMAE, FCEyN-UBA), operado en modo lineal a un voltaje de 

aceleración 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: Ácido 
α-ciano-4-hidroxicinamico; longitud de onda del laser: 337nm, voltaje de aceleración, 19keV, tiempo de retardo 
100ns. La potencia del laser se colocó cerca del umbral. 

 

Caracterización de Lacasa de Trametes Versicolor 

Como se mencionó anteriormente también se estudió 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 purificación de 

Lacasa de Trametes Trogii. Una vez purificada esta enzima, se caracterizó por 

espectroscopía UV-Vis, MALDI-TOF. La Figura 42 A y B a continuación muestra el espectro 

UV-Vis de esta Lacasa purificada en agua y una foto de esa misma solución apreciándose 

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

 

Mientras que el espectro de masa MALDI-TOF se muestra en la Figura 43: 
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Figura 43. Espectro de masa de MALDI de ión positivo de Lacasa purificada de Trametes Versicolor. Condiciones de la 
ŵedida: ŵatƌiz: aĐido α-ciano-4-hidroxicinamico; longitud de onda del laser: 337nm, voltaje de aceleración, 19keV, 
tiempo de retardo 100ns. La potencia del laser fue colocada cerca del umbral. 

 

Modificación de electrodos de carbono espectroscópico 

El carbono fue enjuagado con etanol, isopropanol y agua e incubado durante 15 minutos 

en una solución de 0.3mg/mL de Lacasa en agua. Luego se enjuagó con agua milliQ y se 

midieron las voltametrías en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0.2M KNO3 a distintas 

presionas parciales de O2 mezclando O2 y Ar.  

 

Preparación de electrodos de Carbono para su análisis por XPS 

Para preparar las muestras de carbono espectrográfico para analizar por XPS se cortaron 

porciones de una barra del mismo empleando una sierra metálica y se pulió 

minuciosamente durante media hora con alúmina 5µm para erosionar el carbón y 

eliminar cualquier resto de metal (Cobre u otros) que pudiera haber sido incorporado por 

la sierra. Luego se sonicó 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 incubación durante 15 minutos en una solución de Lacasa de 

0.3mg.mL-1 en agua.  

 

Modificación de superficies para estudios de efecto de la última capa 

La superficie de Oro fue modificada con grupos sulfonatos sumergiendo el electrodo en 

una solución fresca, 20mM de Acido 3-mercapto-1-propano sulfónico por 30 minutos 

seguido de enjuague con agua MilliQ. Luego de la adsorción de tiol, la primera capa de 

0.44mM PAH-Os se formó por inmersión del Oro modificado con tiol en una solución de 
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PAH-Os por 10min. Luego se sumergió en una solución de 1mM GOx en agua MilliQ o 

8µM Lacasa en agua MilliQ por 10 minutos, enjuagando exhaustivamente con agua milliQ 

al final de cada paso de adsorción. 
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3. BIOSENSOR DE GLUCOSA BASADO EN 

NANOPARTÍCULAS DE ORO 
En este trabajo se buscó desarrollar un nanobiosensor óptico de glucosa  mediante un 

sistema químico sensible a glucosa diseñado en base a nanopartículas de oro núcleo - 

cáscara. Las mismas debían contener todos los componentes integrados en ella, servir 

para reconocer glucosa y ser capaces de detectar su concentración por intermedio de 

señal de Raman Resonante. Con este fin se emplearon nanopartículas núcleo-cáscara, 

cuya cáscara está compuesta por la enzima Glucosa Oxidasa y su cable molecular, PAH-

Os. Se aprovecharon o utilizaron las propiedades ópticas de este cable molecular, en 

particular la dispersión Raman Resonante, para llevar a cabo la interrogación del sensor. 

 

INTRODUCCIÓN A LOS BIOSENSORES 

Definición de Biosensor 

Un biosensor es un dispositivo para la detección de un analito que combina un 

componente biológico con un componente fisicoquímico en la detección. Consta de 2 

partes: 1) El elemento biológico sensible (material biológico, como organelas, receptores 

celulares, enzimas, anticuerpos, ácidos nucleicos, etc). 2) El transductor o elemento de 

detección que transforma la señal que resulta de la interacción del analito con el 

elemento biológico en otro tipo de señal (óptica, eléctrica, mecánica, calórica, etc.) que 

permita la medida y la cuantificación.  

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 transducción, en: ópticos, 

calorimétricos, piezoeléctricos y electroquímicos.  

Los biosensores piezoeléctricos permiten la detección de variaciones de masa sobre un 

cristal de cuarzo. La aplicación de una tensión eléctrica oscilante sobre este material 

produce una deformación periódica en su estructura cristalina. Al igual que un resorte 

mecánico clásico, el cristal presenta una frecuencia de resonancia. Al depositarse masa 

sobre este material, la frecuencia de resonancia cambia.  

Los biosensores electroquímicos basan su operación en el proceso de catálisis enzimática, 

en las que especies electroquímicas como electrones, iones o compuestos con estados de 

oxidación variable son consumidos o generados. Esto posibilita una detección 

conductimetrica, potenciométrica o amperométrica. Dentro de la última categoría se 

encuentran los electrodos enzimáticos amperometricos, que miden cambios en el estado 
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redox de un analito o de ciertas especies que participan del proceso biocatalítico 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 catálisis y por ende una corriente eléctrica también estacionaria. Este 

flujo de electrones se relaciona en forma directa con el consumo o la producción de la 

especie electroactiva. Entre los componentes necesarios para la construcción de 

electrodos enzimáticos amperométricos, las enzimas oxidorreductasas constituyen el 

elemento de reconocimiento biológico. Generalmente la transferencia electrónica directa 

entre un electrodo y el grupo prostético redox de una enzima se halla impedida por 

factores estéricos o una orientación 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, otorgándoles 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 ópticos se han desarollado estrategias diversas129: éstan 

los que monitorean un cambio en la fluorescencia del mediador que cablea una enzima 

redox130; sensores de resonancia de plasmón superficial que registran el cambio en la 

constante dieléctrica del medio que produce la unión del ligando a su receptor131,132, que 

llevan a cabo la detección mediante raman resonante de un mediador soluble133 o una 

sonda Raman134, o aquellos que miden el cambio en la posición de la banda plasmonica 

de partículas de Oro (tal es el caso del sensor de oligonucleótidos desarollado por Mirkin 

y col.135). Es tambien posible la detección mediante espectroscopía raman SERRS 

directamente del analito136, este es el caso de la detección de glucosa adsorbida sobre 

sustratos de plata especiales altamente exaltadores del efecto Raman137. 

 

Biosensores enzimáticos 

En el caso de biosensores enzimáticos, 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 adsorción permite ser 

monitoreado en todo momento por diversas técnicas: microbalanza de cuarzo, 

                                                      
129 Sergey M,  Wolfbeis B and O.Chem. Rev. 2008, 108, 423-461 
130 Virel A, Sanchez-Lopez J, Saa L, García AC, Pavlov V. Chemistry. 2009 Jun 15;15(25):6194-8.  
131 Sípová H, Zhang S, Dudley AM, Galas D, Wang K, Homola J. Anal Chem. 2010 Dec 15;82(24):10110-5. 
132 He L, Musick MD, Nicewarner SR, Salinas FG,  Benkovic SJ, Natan MJ, Keating CD. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 9071– 
9077 
133 Stevenson R, Ingram A, Leung H, McMillan DC, Graham D. Analyst. 2009 May;134(5):842-4. Epub 2009 Mar 17. 
134 Qian XM, Peng XH, Ansari DO, Yin-Goen Q, Chen GZ, Shin DM, Yang L, Young AN, Wang MD, Nie S. Nat.Biotechnol. 

2008, 26, 83–90 
135 Elghanian R, Storhoff JJ, Mucic RC, Letsinger RL, Mirkin CA. Science. 1997 Aug 22;277(5329):1078-81..  
136 Stevenson R, Stokes RJ, MacMillan D, Armstrong D, Faulds K, Wadsworth R, Kunuthur S, Suckling CJ, Graham D. 
Analyst. 2009 Aug;134(8):1561-4. Epub 2009 May 20. 
137 Shafer-Peltier KE, Haynes CL, Glucksberg MR, Van Duyne RP. J Am Chem Soc. 2003 Jan 15;125(2):588-93. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Virel%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sanchez-Lopez%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Saa%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Garc%C3%ADa%20AC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pavlov%20V%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Chemistry.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22S%C3%ADpov%C3%A1%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dudley%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Galas%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Homola%20J%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Anal%20Chem.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Elghanian%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Storhoff%20JJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mucic%20RC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Letsinger%20RL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mirkin%20CA%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Science.');


77 
 

espectroscopía UV-Visible, reflectividad de Rayos X o resonancia de plasmón superficial, 

por citar algunos ejemplos. 

En la mayoría de los casos, las proteínas autoensambladas no pierden su actividad 

biológica. Más aun, Lvov y col.138 observaron que la GOx autoensamblada con 

Polietilenimina (PEI) aumentaba su temperatura de desnaturalización de 50 a 67°C. Un 

fenómeno similar fue observado previamente para los complejos de Lactato Oxidasa con 

Poli(vinilimidazol) y de Glicolato Oxidasa con PEI y posterior inmovilización sobre sílica 

hidratada139. En este caso se postuló la protección del sitio activo con el policatión 

resultando en una estabilización de la enzima. 

La construcción de multicapas de enzima autoensamblada capa por capa también se ha 

realizado sobre micropartículas. Así, Caruso y col.140 depositaron sobre partículas de 

poliestireno de 0.6µm de diámetro la enzima aniónica GOx alternadamente con 

Polialilamina (PAH). Más aun, incluyeron en la estructura nanopartículas magnéticas de 

Fe3O4 de modo que lograron separar mediante un imán los coloides modificados 

dispersos en soluciones acuosas. En una experiencia similar, la enzima Ureasa fue 

eŶĐapsulada eŶ ͞ĐásĐaƌas͟ de PolieleĐtƌolito141. En una primera etapa, autoensamblaron 

capas de PAH/Poliestirensulfonato(PSS) sobre micropartículas de melanina formaldehido. 

Posteriormente, un tratamiento en medio ácido disolvía el núcleo obteniéndose así 

cápsulas vacías. Finalmente, la Ureasa fue incluida en la estructura mediante el agregado 

de etanol a la solución donde se encontraban las cáscaras de Polielectrolito y la enzima. 

Este proceso es reversible y por lo tanto la extracción de alcohol permite atrapar a la 

proteína dentro de la estructura. La posibilidad de incluir macromoléculas biológicas en 

nanoestructuras resulta interesante desde el punto de vista de diseño de nanoreactores 

biocatalíticos. 

 

Biosensores Amperométricos 

Un biosensor amperométrico es un dispositivo de reconocimiento molecular donde una 

macromolécula, generalmente de origen biológico interactúa con un analito en forma 

específica e inicia así un proceso que se traduce en una señal eléctrica142.  

Ya que las enzimas redox suelen ser altamente específicas 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: 

 

                                                      
138 Lvov Y, Ariga K, Kunitake T. Chem. Letters 1994, 2323. 
139 Heller J, Heller A. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 4586 
140 Caruso F, Schuler C. Langmuir 2000, 16,9595. 
141 Lvov Y, Antipov AA, Mamedov A, Mohwald H, Sukhorukov GB. Nano Letters 2001,1,125 
142 Thevenot DR, toth K, Durst RA, Wilson GS. Biosensors & Bioelectronics 2001, 16, 121 
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Figura 44. Representación esquemática de un electrodo enzimático amperométrico. 

 

Nótese que si se impone un potencial al electrodo de manera que, por la ecuación de 

Nernst, el mediador se halle en su forma oxidada, el electrodo participa como un 

componente más en la generación de una corriente catalítica. Se reconocen en este 

esquema, de derecha a izquierda, los tres procesos que lleva a cabo un electrodo 

enzimático: reconocimiento molecular, mediación redox y generación de señal. 

La GOx, en condiciones naturales, utiliza O2 como cosustrato. Entre los mediadores 

artificiales que lo reemplazan se puede mencionar al: ferroceno y sus derivados143,144, 

quinonas145, tetratiofulvaleno o complejos de rutenio. Estos mediadores, ya sea libres en 

solución, inmovilizados sobre una matriz polimérica o unidos a la enzima, reemplazan al 

oxígeno Ǉ soŶ ĐapaĐes de ͞ĐoŵuŶiĐaƌse͟ ĐoŶ el eleĐtƌodo Ǉ la eŶziŵa de aĐueƌdo al 
esquema representado en la Figura 44.  

Las ventajas que presenta el empleo de estas sustancias como cosustratos son las 

siguientes: 

 Las medidas son independientes de la concentración de O2 

 El uso de mediadores con bajos potenciales de reducción evita la interferencia de 

especies oxidables. 

 El potencial de trabajo del electrodo enzimático se halla determinado por el 

mediador empleado. 

El interés en desarrollar este tipo de dispositivos reside en la integración de todos los 

elementos del biosensor de manera que solamente sea necesario introducir el analito. En 

este Đaso se haďla de uŶ  ͞ďioseŶsoƌ siŶ ƌeaĐtiǀos͟. 
 

Se ha visto que la comunicación 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 WJ, Higgins IJ, Plotkin EV, Scitt LDL.; Turner APF. Anal Chem 1984, 56, 
667 
144 Liaudet E, Battaglini F, Calvo EJ. J. Electroanal. Chem. 1990, 293, 55 
145 Bourdillon C, Laval JM, Thmoas DJJ. Electroanal Chem. 1986,133, 706 
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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 electrónica en 

proteínas y construir capas de material biológicamente activo que pueden ser 

regeneradas electrocataliticamente. 

La modificación superficial de electrodos de Oro con 4,4 bipiridilo146 y diversos tioles 

orgánicos147 permitió estudiar en forma directa por primera vez, la electroquímica del 

grupo hemo del Citocromo C. Estos compuestos adsorbidos en monocapas 

autoensambladas, conocidos como promotores, actúan orientando la proteína o enzima 

sobre el electrodo facilitando la transferencia electrónica entre el electrodo y el centro 

redox proteico. La constante cinética kET asociada a esta transferencia se puede expresar 

como148: 
)dβ(d

OET
o.ekk   

medida en s-1 y ko, la constante de velocidad a la distancia de contacto do.  es una 

constante de decaimiento que adopta valores entre 8.5 y 11.5nm-1. La distancia entre la 

superficie del electrodo y/o el mediador, y la enzima resulta fundamental al momento de 

analizar los procesos de comunicación eléctrica ente los mismos. 

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

necesidad de un promotor como la Peroxidasa de Rábano, Citocromos o Lacasa149,150,151, 
152. Se ha observado comunicación eléctrica directa entre el sitio activo y electrodos de 

Carbono153, Platino154 y Oro155,156 . 

Las modernas técnicas de biología molecular también permiten alterar la secuencia 

aminoacidica de las proteínas y con ello controlar el proceso de adsorción. Gorton y 

col.157, fusionaron en el extremo C terminal de la HRP una cola de seis histidinas que 

facilitaba su adsorción sobre un electrodo de Oro. Esta modificación resultó en un 

incremento de kET de 4.5 a 7.5s-1 con respecto a la enzima nativa. 

Dentro de los biosensores amperométricos, los sensores de glucosa basados en GOx han 

recibido mucha atención tanto en estudios científicos básicos como tecnológicos. Este 

hecho resulta de un interés bio-fisicoquímico y en la extraordinaria robustez de esta 

enzima como modelo para biosensores para llevar a cabo estudios de investigación; 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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148 Closs G, Miller J.Science 1988, 240, 440 
149 Journal of Electroanalytical Chemistry Volume 327, Issues 1-2, 10 June 1992, Pages 109-119 
150 Anal. Chem., 2004, 76 (20), pp 6046–6052 
151 Cooper JM, Katharine R, Greenough,Calum J. McNeil. Journal of Electroanalytical Chemistry. Volume 347, Issues 1-2, 
2 April 1993, Pages 267-275 
152 Khalunina A, Morozova O, Yaropolov A, Ruzgas T, Gorton L. Bioelectrochemistry. Volume 67, Issue 1, September 
2005, Pages 115-124 
153 Jonsson G, Gorton L. Electroanalysis 1989, 1, 465 
154 Durliat H, Courteix A, Comtat M. Bioelectrochem. & bioenerg. 1989, 22, 197 
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Una monocapa compacta de enzimas posee un espesor aproximado de 5-10nm. Los 

procesos de transporte de masa son rápidos para estas dimensiones reducidas. Al no 

existir limitaciones difusiónales para el analito, es de esperar respuestas rápidas para 

estos dispositivos. 

 

¿Por qué usar el autoensamblado capa  por capa para fabricar biosensores? 

El progreso en el diseño de biosensores amperométricos ha seguido diferentes vías: la 

búsqueda de mediadores artificiales capaces de transducir el proceso de catálisis y 

reconocimiento molecular, y la modificación de enzimas o matrices poliméricas 

integrando así el proceso biocatalítico. El electrodo de oxígeno de Clark158 puede ser 

reconocido como el primer biosensor amperométrico, en el que sobre un cátodo de Pt, la 

enzima GOx era retenida por una membrana, y el O2 era reducido en forma 

electroquímica. A su vez, la velocidad de difusión y consumo del O2 era dependiente de la 

concentración de glucosa. Otros estudios se orientaron al desarrollo de técnicas de 

electropolimerización159: polímeros conductores como el polipirrol pueden depositarse 

sobre los electrodos en forma controlada. La reacción de polimerización es controlada 

electroquímicamente lo que permite regular el espesor del film depositado. Las enzimas 

son atrapadas durante este proceso y es el mismo polímero el que actúa como cable 

molecular.  

El uso de hidrogeles redox ha sido el más empleado160, inmovilizando un mediador redox 

pequeño en matrices poliméricas y atrapando, físicamente o por medio de uniones 

covalentes, a la enzima. Esto evita la difusión libre de los componentes y ayuda a la 

integración de los mismos en un dispositivo. Por otra parte, la posibilidad de sintetizar por 

separado el polímero, que servirá 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 

síntesis sean optimizadas en lo referido al uso de solventes orgánicos o altas 

temperaturas. Generalmente, se han empleado polímeros hidrofílicos para proporcionar 

un entorno compatible a enzimas que son estables en solución acuosa: 

poli(vinilpiridina)161, poli(vinilimidazol)162 y poli(alilamina)163,164, entre otros. Esta misma 

tecnología ha permitido la comercialización de sensores de glucosa destinados a 

pacientes que sufren de diabetes mellitus165. 

En líneas generales estos electrodos son preparados mediante el depósito de un pequeño 

volumen de solución de polímero y enzima redox sobre un electrodo. La formación de un 

film delgado puede realizarse mediante la técnica de autoensamblado capa por capa de 

                                                      
158 Clark LC, Lyons C. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1962, 102, 29 
159 Bartlett PN, Cooper JM. J. Electroanal. Chem. 1993, 362, 1 
160 Heller 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 
163 Calvo EJ, Danilowicz C, Diaz L. J. electroanal. Chem. 1994, 369, 279 
164 Danilowicz C, Corton E, Battaglini F. J. Electroanal, Chem 1998, 445, 89 
165 www.medisense.com 
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ambos componentes o mediante el agregado de un agente de entrecruzamiento 

bifuncional como epiclorhidrina o poli(etilglicidileter). Luego de que el proceso de 

polimerización se ha completado (de 4 a 24hs) el electrodo modificado está listo para ser 

usado. 

La homogeneización de los componentes previa a la polimerización no permite distinguir 

a priori la composición microscópica del sistema integrado. La ausencia de control en la 

distribución de los componente implica cierto grado de desorden en la estructura, incluso 

altas concentraciónes de enzima pueden conducir a una segregación hidrofóbica de fases. 

Más aún, la caracterización de estos sistemas a escala molecular resulta complicada 

dadas las condiciones de generación de la estructura del hidrogel. 

 

BIOSENSOR DE GLUCOSA: PRINCIPIO DE FUNCIONAMIENTO 

A continuación se puede apreciar un esquema del funcionamiento del mencionado 

sensor: 

 
Figura 45. Esquema del funcionamiento del nanobiosensor de glucosa. 

 

Las esferas amarillas esquematizan la enzima Glucosa oxidasa, que es cableada por el 

polímero PAH-Os, representado aquí en marrón. La nanopartícula de oro está 

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 excitación en verde, ya que es la excitación usada. Al tratarse de 

dispersión Raman, el fotón saliente tendrá una energía menor y por eso está 
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representado con una longitud de onda mayor, en rojo. Este sistema se encuentra en 

solución acuosa. 

 

Interrogación óptica de la Polialilamina Osmio (PAH-Os) 

El mediador usado para este trabajo fue el polímero redox descripto en la introducción, 

PAH-Os. En estudios previos166,167 se reportó la presencia de Raman Resonante del 

complejo Os(II) piridina-bipiridina cuando este es excitado en la banda de la transferencia 

de carga de metal a ligando (514.5nm).  

Los modos característicos de la PAH-Os se pueden apreciar en la Figura 46, que muestra 

un espectro Raman típico del polímero PAH-Os autoensamblado con Polivinilsulfonato 

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

 

El pico a 670cm-1  corresponde al modo de torsión de la piridina, las señales entre 

1325cm-1 y 1606cm-1 se asignaron a vibraciones de estiramiento de la piridina, y el pico a 

(383cm-1)  a un modo metal ligando Os-N.  

Como se vió anteriormente, la transición MLCT para el Os(II) ocurre en el rango del 

visible, mientras que para el estado oxidado Os(III) se desplaza a energías mayores ( < 

300nm). Por  este motivo se observa un efecto Raman resonante con la excitación 

cercana a 500nm para el Os(II), mientras que con esta línea de laser  no se espera 

dispersión resonante para la especie oxidada Os(III). Esto se confirma, ya que al oxidar al 

estado Os(III), se desactiva el Raman resonante debido al desplazamiento hacia el 

                                                      
166 Tognalli N, Fainstein A, Bonazzola C, Calvo E. J Chem Phys. 2004 Jan 22;120(4):1905-11. 
167 Tognalli N, Fainstein A, Calvo E, Bonazzola C, Pietrasanta L, Campoy-Quiles M, Etchegoin P. J Chem Phys. 2005 Jul 
22;123(4):044707. 

 



83 
 

ultravioleta de la banda de absorción. En la Figura 47 se puede apreciar el espectro 

Raman tomado a diferentes longitudes de excitación para una bicapa de PAH-Os/PVS: 
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Figura 47. Espectros Raman para distintas longitudes de onda de excitación para Au-MPS-(PAH-Os/PVS) con 
excitación de laser variable desde 647 hasta 457nm.  

 

Se nota la resonancia del Os(II) con el laser verde, ya que el máximo de intensidad se 

presenta cuando se excita con  = 514nm. 

 

CARACTERIZACIÓN DE LAS PARTÍCULAS NÚCLEO-CÁSCARA 

Las partículas coloidales núcleo-cáscara, donde la cáscara es una multicapa ensamblada 

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

y col.168,169,170,171 siguiendo el método de adsorción secuencial desarrollado por Decher 

para superficies planas172. Una de las aplicaciones más interesantes es el uso de proteínas 

y enzimas  sobre partículas coloidales metálicas y microcápsulas huecas173,174,175,176,177,178. 

Estos sistemas pueden ser usados para la liberación de moléculas en células179 y en 

aplicaciones de biosensado180. 

                                                      
168 Caruso F. AdV. Mater. 2001, 13, 11 
169 Caruso F, Caruso RA, Mohwald H. Science 1998, 282, 1111–1114 
170 Gittins DI, Caruso F. AdV. Mater. 2000, 12, 1947 
171 Gittins DI, Caruso F. J. Phys. Chem. B 2001, 105, 6846–6852 
172 Decher G. Science 1997, 277, 1232–1237 
173 Caruso F, Schuler C. Langmuir 2000, 16, 9595–9603 
174 Yu AM, Liang ZJ, Caruso F. Chem. Mater. 2005, 17, 171–175 
175 Wang YJ, Caruso F. Chem. Commun. 2004, 1528–1529 
176 Yu AM, Caruso F. Anal. Chem. 2003, 75, 3031–3037 
177 Jin W, Shi XY, Caruso F. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 8121–8122 
178 Schuler C, Caruso F. Macromol. Rapid Commun. 2000, 21, 750–753 
179 Skirtach AG, Javier AM, Kreft O, Kohler K, Alberola AP, Mohwald H, Parak WJ, Sukhorukov GB. Angew. Chem., Int.Ed. 
2006, 45, 4612–4617 
180 Yu AM, Caruso F. Anal. Chem. 2003, 75, 3031–3037 
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Espectroscopía UV-Vis 

El proceso de autoensamblado de la multicapa sobre las partículas de Oro fue controlado 

por espectroscopía UV-Visible. Los espectros de las partículas de Oro se registraron 

después de cada paso de deposición y lavado, colocando 500µl de la solución 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 línea de base. La Figura 48 muestra una serie 

típica de estos espectros con una banda plasmónica del Oro centrada en 528nm para las 

partículas tioladas de Oro y ligeramente corridas al rojo para el resto de la de las 

partículas núcleo-cáscara. 

El coeficiente de extinción molar para 520nm es de ɸ= 109 M-1cm-1 181,182  mientras que 

dicho coeficiente, para la transferencia de carga de metal a ligando en el complejo de 

Osmio es de  8 × 103 M-1cm-1  para 467nm. Para mayor claridad en la figura se muestra la 

adsorción secuencial para GOx y para PAH-Os en forma separada en la Figura 48 A y B, 

respectivamente. 
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Figura 48. Espectros de absorción UV- Visible de suspensión de AuNP (ε: 10
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 M) luego de 

sucesivos agregados de capas de PAH-Os (ε467nm = 8.1 × 10
3
 M

-1
 cm

-1
) y soluciones de GOx, respectivamente: (A) capas 

sucesivas de PAH-Os; (B) capas sucesivas GOx. 

 

La concentración de nanopartículas de Oro fue calculada usando el espectro de absorción 

y un coeficiente de extinción para partículas de Oro esféricas en agua de ɸ527 nm  =  1.0  x 

 109   M-1 cm-1 183  . 

Además, en base al coeficiente de extinción conocido a 296nm, donde la superposición 

con la banda plasmonica del Oro coloidal es menor, es posible estimar la concentración 

de Osmio en la solución. 

                                                      
181 Link S, El-Sayed MA. J. Phys. Chem. B 1999, 103, 8410–8426. 
182 Mulvaney P. Langmuir 1996, 12, 788–800. 
183 Link 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 nanopartículas no 

produjo ensanchamiento del pico plasmonico ni grandes corrimientos (>20nm) hacia el 

rojo. Los grandes corrimientos hacia el rojo indican agregado de partículas, y el 

ensanchamiento del pico indica la envoltura de varias partículas por parte del polímero 

generando una interacción entre los campos electromagnéticos de las mismas (por su 

cercanía) desplazando la resonancia del conjunto a mayores .  

Para observar esto con mayor claridad, en la Figura 49 se muestra la región de la banda 

plasmonica para los distintos pasos de adsorción:  
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Figura 49. Espectros de adsorción en la región de la banda plasmonica para los distintos pasos de 

adsorción. 

 

Mientras que existe un pequeño y consistente cambio en la posición del plasmón hacia 

mayores longitudes de onda, no hay un desplazamiento neto hacia el rojo por lo que no 

hay agregación de partículas en solución. Los cambios en la constante dieléctrica del 

entorno local al  modificar las partículas de Oro con polielectrolito y enzima explican el 

pequeño corrimiento hacia el rojo de alrededor de 5-10nm.  

Notar que cerca de 500nm no se aprecian las características de la PAH-Os, solo la banda 

plasmónica del Oro. Esto se debe a que en esta región el coeficiente de extinción molar 

de las nanopartículas es 6 órdenes de magnitud mayor que el de la PAH-Os. Una segunda 

banda en el UV (a 296nm)  característica del complejo de osmio con ɸ= 4 × 104 M-1cm-1 se 

utilizó para estimar la cantidad de polímero adsorbido en cada paso, mientras que la 

absorción de la GOx fue seguida por su pico de absorción característico en 276nm.  
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Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

Se caracterizaron las partículas núcleo-cáscara mediante Microscopía electrónica de 

Transmisión.  Esta caracterización es fundamental para la observación de agregados, 

tamaño y forma del núcleo de las partículas, dispersión en tamaños de la muestra, y   

estructura y dimensión del recubrimiento. 

Se sabe, desde los primeros trabajos de Caruso184,185 que mediante esta técnica es posible 

observar el contraste entre la materia blanda de la cáscara y la materia dura del núcleo 

(Oro). La Figura 50 muestra una imagen típica de una muestra de nanopartículas con 7 

capas, es decir AuNP-MPS-(PAH-Os4/GOx3) fabricada según lo descripto en el Capítulo de 

Materiales y Métodos: 

 

 
Figura 50. Micrografía TEM típica de una partícula núcleo-cáscara AuNP-MPS-(PAH-Os4/GOx3). 

 

Esta imagen (tomada por el Dr. Horacio Troiani-Centro Atomico Bariloche, CNEA) de las 

partículas núcleo-cáscara de la Figura 50 muestra la multicapa de Glucosa Oxidasa y 

polielectrolito redox rodeando al núcleo de Oro con un contraste diferente para el Oro 

que para la materia blanda. A partir del análisis de imágenes de muchas partículas fue 

posible observar que las dimensiones del núcleo de Oro son de 20nm y que el 

recubrimiento posee un espesor de aproximadamente 20nm en el estado seco. Además, 

las imágenes de alta resolución de transmisión, HRTEM (no mostradas)  confirmaron que 

los núcleos 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 similares186, mientras que el autoensamblado a partir de 

soluciones de pH más bajo para el caso de PAH-Os resulta en películas más delgadas. 

 
 

Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) y Microbalanza de Cristal de Cuarzo (QCM) 

Las nanopartículas funcionales con carga positiva en la última capa (PAH-Os) fueron 

depositadas sobre sustratos de Oro tiolados con MPS y el proceso de adsorción se siguió 

por Microbalanza de cristal de cuarzo; esa misma  superficie fue caracterizada por AFM. 

Una de las ventajas de realizar dicha caracterización mediante AFM por sobre la 

caracterización por TEM es que posibilita observar un campo  mucho mayor de superficie. 

Además, estas imágenes 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 40µL de una suspensión de 3.2 × 10-9 M de 

nanopartículas núcleo-cáscara terminadas en PAH-Os a 1cm de agua sobre el cristal 

recubierto de Oro funcionalizado con MPS. 

La Figura 51 A que se presenta a continuación muestra la microscopía AFM  y la Figura 51 

B muestra el control (Au-MPS) para dicha imagen: 
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186 Flexer V, Forzani ES, Calvo EJ, Ludueña 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 partículas núcleo-cáscara 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 distribución al azar de nanopartículas 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) arrojó un diámetro promedio de partícula de 18.3 ± 4,6nm de 

diámetro, dato que es comparable con el diámetro promedio de 20nm provisto por la 

técnica TEM. 

En cuanto a la caracterización mediante QCM, la medida del parámetro R del circuito 

equivalente BVD, que mide las perdidas viscoelásticas de la onda cizalla en la interfaz, 

indicó que el sistema se comporta como un sistema acústicamente 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 adsorción de partículas: 
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Figura 52. Gravimetría de microbalanza de cristal de cuarzo para la adsorción de nanopartículas núcleo-cáscara 
AuNP-MPS-PAH a partir de una dispersión 5 × 10

-9
 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 

solución de nanopartículas), que se alcanza un máximo de 1.6 ʅg.cm-2 en la variación de 

masa, lo cual corresponde a un recubrimiento de 2x1010 nanopartículas/cm2 (conociendo 

la densidad del Oro y el tamaño de partícula). 

Por otro lado, a partir de las imágenes de AFM, se realizó un análisis estadístico a partir 

del conteo de 2400 nanopartículas presentes en un campo de 5x5µm. Esto arrojó un 

recubrimiento de 0.96 x 1010 nanopartículas/cm2, en buena concordancia con el mismo 

parámetro obtenido a partir de la caracterización con Microbalanza de cristal de Cuarzo. 
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Voltametrías Cíclicas en ausencia y presencia de sustrato 

Como se mencionó en el comienzo de este capítulo, el objetivo de este trabajo es el de 

desarrollar un biosensor óptico Raman. Sin embargo, una vez que se fabricaron las 

partículas núcleo-cáscara, se decidió también comprobar el funcionamiento de este 

biosensor mediante las correspondientes mediciones electroquímicas. Estas además, 

aportaron a la caracterización del sistema. 

Luego de haber observado la efectividad del autoensamblado sobre la superficie coloidal, 

se buscó confirmación acerca de si la enzima se encuentra cableada y activa luego del 

proceso de autoensamblado. Para esto se trató a este sensor como un biosensor 

amperométrico, adsorbiendo estas partículas a un electrodo y realizando las 

correspondientes voltametrías cíclicas en ausencia y presencia de sustrato. 

La siguiente voltametría cíclica (Figura 53) muestra la voltametría en ausencia de sustrato 

(glucosa) de estas partículas adsorbidas sobre un electrodo de Au-MPS: 
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Figura 53. Voltametría cíclica de partículas núcleo-cáscara  AuNP-MPS-(PAH-Os3/GOx2) adsorbidas sobre un Oro 
tiolado con MPS a una velocidad de 50mVs

-1
 en una solución libre de glucosa 0.1M buffer fosfato de pH 7 en 0.1M 

NaCl. A partir de la integración de la curva se obtiene un promedio de 0.9± 0.1 µC.cm
-2

 de complejo de Osmio.  

 

Nótese en este caso que la adsorción se realizó con las mismas condiciones que las 

empleadas para los experimentos de QCM (sección anterior): se colocó 40µL de una 

dispersión 3.2 × 10-9 M  de nanopartículas sobre la superficie del electrodo, la celda fue 

sellada para prevenir evaporación de agua y guardada en la heladera durante la noche. La 

solución de nanopartículas se removió y el electrodo se lavó con abundante agua milliQ 

En la Figura 53 se observa la oxidación-reducción del complejo de Osmio ubicado en las 

cáscaras de la partícula con picos característicos de una especie redox confinada a la 

superficie de un electrodo. El potencial de media onda E1/2 = 0.30 V y un ancho de media 

altura (FWHH) de 200mV están en concordancia  con estudios previos de este polímero 

redox y confirman la presencia del complejo de osmio en la superficie de la nanopartícula. 

Además, la integración del área bajo los picos de oxidación y reducción muestra una carga 
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redox de 0.9 ʅC.cm-2
  lo cual corresponde a 10-11 mol.cm-2 para el centro redox de Osmio. 

Esto es  mucho menor que la cantidad de osmio que incorporan las 1010 nanopartículas 

en 1cm2 de superficie de electrodo. Esto se puede explicar considerando el coeficiente de 

difusión del electrón de 10-9cm2s-1: 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 

nanopartículas núcleo-cáscara. 

A continuación, se muestra la respuesta de este mismo sistema en presencia del sustrato 

enzimático, 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 agregó a la misma celda, 400µL de una solución de glucosa mutarotada 1M para dar 

una concentración final de 0.1M y se realizó una voltametría  a baja velocidad de barrido 

(1mV.s-1):  
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Figura 54. A: voltametría cíclica a 1mVs
-1

 en ausencia de glucosa (curva negra) y luego de agregar glucosa hasta una 
concentración final de 0.1M (curva roja) en el mismo electrolito que en Figura 53. B: Corriente catalítica diferencial  
en función 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 nanopartículas ya que se 

aprecia un aumento de la corriente en presencia de glucosa. Además, la substracción de 

la corriente obtenida en ausencia de glucosa da la curva de la Figura 54 B muestra una 

onda  redox enzimática catalítica sintonizada al potencial redox del complejo de Osmio.  

Este complejo, como ya se mencionó, actúa como impulsor de electrones entre  el 

electrodo de Oro o las nanopartículas de Oro y el grupo prostético FADH2 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 mostró que las nanopartículas núcleo-cáscara son catalíticamente activas 

y que los componentes están activos en la multicapa. Además, las nanopartículas 

adsorbidas sobre un electrodo son capaces de brindar una señal amperométrica de un 

biosensor enzimático. De aquí 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 

espectroscopía Raman para detectar el estado redox del osmio en la multicapa, que a su 

vez, informa la concentración de glucosa en la solución que contiene a las nanopartículas. 
 

 

PRUEBA DE CONCEPTO DEL NANOBIOSENSOR ÓPTICO MEDIANTE 

ESPECTROSCOPÍA UV-Vis 

En la Figura 55 se ilustra la respuesta del sistema PAH-Os/GOx en ausencia de 

nanopartículas, analizado mediante espectroscopía UV-Visible: 
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Figura 55. Espectros UV-Vis de los componentes del sensor en solución, en ausencia de partículas de Oro 
demostrando la recuperación en la señal de Os(II) al incorporar glucosa al sistema. 

 

En este experimento se partió de una solución acuosa de Glucosa Oxidasa y PAH-Os, que, 

tal como se mencionó anteriormente, se encuentra en estado PAH-Os(II) (Curva negra). 

Luego, este polímero  se oxidó a PAH-Os(III) (en la siguiente sección se explica cómo se 

llevó a cabo esto) y se obtuvo la curva verde. En tercer lugar,  mediante la adición de 

Glucosa en solución se observó la recuperación de la transición MLCT para el complejo de 

Os (curva azul). Es esta diferencia de absorbancia entre el Os(II) y el Os(III) que servirá 

para diferenciar estos dos estados mediante la técnica de dispersión de Raman 

Resonante. 



92 
 

Por otro lado, este resultado confirmó los descubrimientos previos del grupo de Calvo y 

col. 187 acerca del cableado de las Glucosas Oxidasas: existe solo una fracción de las 

enzimas que se encuentran cableadas por el polímero, en este caso el porcentaje de 

cableado es del  20% . Este hecho se debe a la menor movilidad del complejo restringido al 

polímero respecto del complejo libre en solución para acercarse a una distancia de 

tuneleo al FAD. En el caso del complejo de Osmio soluble se logra una recuperación de 

esta misma señal del 100%  (datos no mostrados). Se ha comprobado188 que si se emplea 

uŶ políŵeƌo doŶde el ͞ďƌazo͟ Ƌue uŶe el Đoŵplejo ĐoŶ la ĐadeŶa ĐaƌďoŶada es más largo 

(13 carbonos) se logra una mejora de un orden de magnitud en el coeficiente de difusión 

aparente del electrón.  Mientras que para films delgados solo una fracción de las 

moléculas de GOx están eléctricamente cableadas por el polímero redox 189,190,191,192,193(a 

pesar de que toda la enzima puede ser oxidada por mediador soluble), recientemente se 

demostró194 que esta eficiencia aumenta con el número de capas y que para películas 

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

 

OXIDACIÓN DE LAS PARTÍCULAS NÚCLEO-CÁSCARA 

Para realizar el experimento de Raman, en primer lugar se oxidaron las partículas, ya que, 

como se mencionó previamente, luego de su fabricación, el Osmio de la multicapa se 

encuentra en estado Os(II) resonante y por lo tanto no existiría recuperación de la señal al 

incorporar glucosa al sistema. En el estado Os(III) se tiene una señal mínima que 

constituye la línea de base debido al estado no resonante de la especie Os(III). Luego de la 

saturación con Glucosa, se espera la recuperación de la intensidad Raman, reflejo de la 

recuperación del estado resonante de Os(II) a través de la Glucosa Oxidasa. 

 

El complejo de Osmio anclado a la PAH-Os, en el estado Os(II), no puede ser oxidado 

directamente por el oxígeno molecular o peróxido de hidrógeno, aun en presencia de 

nanopartículas de Oro. Esto se demostró mediante el siguiente espectro UV-Vis: 

                                                      
187 Calvo EJ, Wolosiuk A. Chemphyschem. 2004 Feb 20;5(2):235-9. 
188 Mao F, Mano N, Heller A. J Am Chem Soc. 2003 Apr 23;125(16):4951-7. 
189 Hodak J,  Etchenique R, Calvo EJ, Singhal, Bartlett PN. Langmuir, 1997, 13, 2708–2716. 
190 Calvo EJ, Danilowicz C, Wolosiuk A. J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 2452–2453. 
191 Calvo EJ, Danilowicz C, Wolosiuk A. Phys. Chem. Chem. Phys., 2005, 7, 1800–1806. 
192 Calvo EJ, Etchenique R, Pietrasanta L, Wolosiuk A,  Danilowicz C. Anal. Chem., 2001, 73, 1161–1168. 
193 Calvo EJ, Battaglini F, Danilowicz C, Wolosiuk A, Otero M. Faraday Discuss., 2000, 116, 47–65. 
194 Flexer V, Calvo EJ, Bartlett PN. J. Electroanal. Chem., 2010, 646, 24–32. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Calvo%20EJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wolosiuk%20A%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Chemphyschem.');
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Figura 56. Espectros UV-Visible mostrando que el peróxido de hidrógeno no es capaz de oxidar el Os(II) aun en 

presencia de AuNP.  

 

Se observa en la Figura 56  que el pico a 296nm, correspondiente a la absorción del 

complejo de Osmio, no disminuye al incubar PAH-Os con 100µM de H2O2 aun en 

presencia de las nanopartículas de Oro disueltas en agua. 

Se recurrió entonces a oxidar las partículas con Peroxidasa de Soja y peróxido de 

hidrógeno, de acuerdo a las siguientes reacciones: 

 

2Os(III)SBP2Os(II)SBP

SBPO2HSBP2HO2H

redox

ox2red22


 

 

 

Se analizó esta reacción mediante espectroscopía UV-Vis como se muestra en la Figura 

57: 
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Figura 57. Oxidación de Os(II) en presencia  de trazas de SBP y 100µM de peróxido de hidrógeno. 

 

Cabe mencionar que, en este caso no hubo oxidación en ausencia de SBP. Corroborado 

esto, se realizó el mismo experimento de la Figura 56, pero esta vez en presencia de 

trazas de SBP. Se puede observar (curva Magenta) la desaparición del pico a 296nm: 
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Figura 58. Espectroscopía UV-Visible mostrando la oxidación de Os(II)  en presencia de 100µM H2O2 y trazas de 
Peroxidasa de Soja. 

  

Habiendo demostrado la oxidación de las partículas cáscara-núcleo, al agregar glucosa a 

estas partículas oxidadas, se espera una recuperación de la señal de Os(II) reflejada en la 

intensidad Raman de acuerdo a: 
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)2Os(IIGOx2Os(III)GOx

GOxGlucosaGOxGlucosa

oxred

redoxox




 

 

La descripción experimental de la oxidación de las nanopartículas núcleo-cáscara se 

encuentra en el Capitulo 2. 

 

NANOBIOSENSOR RAMAN 

Se presenta primero la respuesta del sistema sobre un sustrato de oro atómicamente 

plano (Robax). La Figura 59 muestra la respuesta del sistema frente a la saturación del 

sistema con el sustrato enzimático: 
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Figura 59. Espectros de Raman resonante de nanopartículas núcleo-cáscara AuNP-MPS-(PAH-Os4/GOx3) depositadas 
sobre un sustrato de Oro atómicamente plano. Curva roja: nanopartículas oxidadas tal como se muestra en la sección 
experimental. Curva verde: luego de la adición de solución de glucosa (200mM). La excitación fue 514.5nm, 10mW y 
10s de tiempo de adquisición. Como referencia se muestra en la curva negra el espectro Raman de las partículas 
antes de ser oxidadas. 

 

La Figura 59  muestra espectros Raman (medidos en colaboración con el Dr. Nicolas 

Tognalli en el laboratorio de propiedades ópticas, CAB-CNEA) colectados con excitación a 

514.5nm a partir de gotas de 1µL de la solución de nanopartículas núcleo-cáscara sobre el 

sustrato mencionado.  

Se puede observar que en el estado oxidado, Os(III), curva roja,  el espectro Raman 

desaparece casi por completo. Luego, se agregaron 5µL de solución 1M de glucosa a 25µL 

de la solución de las partículas 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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nanopartículas Os(II). Es esta recuperación de la intensidad del Raman Resonante del 

Os(II) lo que demuestra la posibilidad de desarrollar un nanobiosensor fotónico usando 

las nanopartículas núcleo-cáscara.  

Se debe notar que en esta serie de experimentos donde se coloca una gota de 1µL de 

solución de nanopartículas sobre una superficie de Au plano bajo la región del laser, no se 

espera realce por parte de la superficie de Oro. 

 

Raman resonante realzado por sustrato 

Se realizó el mismo experimento que en la sección anterior, colocando las partículas 

núcleo-cáscara sobre nanocavidades de Plata de 700nm con el objetivo de obtener un 

realce en la señal Raman resonante. A continuación se presenta dicho experimento, 

donde la intensidad de las señales ha sido dividida por un factor de 500, a fin de 

mantener la misma escala del grafico anterior: 
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Figura 60. Espectros de Raman resonante de nanopartículas núcleo-cáscara Au-(PAH-Os4/GOx3) depositadas sobre 
cavidades de Ag de 700nm. Curva roja: nanopartículas oxidadas tal como se muestra en la sección experimental. 
Curva verde: luego de la adición de solución de glucosa (200mM). La excitación fue 514.5nm, 10mW y 10s de tiempo 
de adquisición. Como referencia se muestra en la curva negra el espectro Raman de las partículas antes de ser 
oxidadas. 

 

Los espectros de la Figura 60 muestran espectros Raman (medidos en colaboración con el 

Dr. Nicolas Tognalli en el laboratorio de propiedades ópticas, CAB-CNEA) colectados con 

la misma secuencia de muestras presentadas en la Figura 59. En este caso, las señales 

están realzadas simultáneamente por una resonancia electrónica y una resonancia 

plasmonica. Mientras que las características de los espectros de Raman Resonante ya son 

aparentes cuando las partículas 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 señal, con la consecuente mejora en la relación 

señal a ruido. 

Sin embargo, la respuesta global del sensor -disminución en la señal al oxidar las 

partículas y la  recuperación luego de añadir glucosa- permanece inalterada, confirmando 

su potencialidad para aplicaciones analíticas. 
 

 

Realce debido a la nanopartícula de Oro 

Los dos componentes (PAH-Os y GOx) están ensamblados sobre nanopartículas de Oro, 

que 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 amplificación SERS,  se comparó la respuesta  de un 

complejo del PAH-Os en una multicapa (PAH-Os)4/PVS)3 autoensamblada sobre un 

sustrato de vidrio (sin efecto SERS) con la del nanosensor núcleo-cáscara. Estos resultados 

se presentan en la Figura 61: 
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Figura 61. A: Intensidad Raman del pico a 1550cm

-1
 para el modo de la bipiridina del complejo de osmio en PAH-Os 

en función de la energía de excitación del laser, para el complejo ensamblado en una multicapa de (PAH-Os/PVS)7  
autoensamblado sobre un sustrato de vidrio (es decir, sin efecto SERS), y en el nanosensor núcleo-cáscara. B: detalle 
del espectro de absorción del complejo de PAH-Os en la región de la transición de transferencia MLCT y de las AuNP 
usadas. Notar la correspondencia del máximo de absorción del complejo de Osmio y de las NP con los máximos para 
el complejo puro y el sensor núcleo-cáscara, respectivamente, demostrando así el rol del realce SERS en el último. 

 

La Figura 61 muestra (datos medidos por el Dr. Nicolas Tognalli, CAB-CNEA) la intensidad 

Raman del pico a 1550cm-1 para el complejo de osmio en la PAH-Os en función de la 

energía de excitación del láser. Para la resonancia electrónica pura de PAH-Os se 

identifican dos máximos relacionados a la resonancia electrónica entrante y saliente a 515 

y 482nm respectivamente. El primer pico, en 515nm es debido al acoplamiento de 

energía entre el  fotón incidente y la transición MLCT. El segundo pico, que depende del 
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modo vibracional analizado, surge de un acoplamiento del fotón dispersado con la 

transición MLCT. Así, la señal Raman tiene máximos en energías cercanas al pico de 

absorción de PAH-Os y decae para excitaciones a longitudes de onda mayores a 550nm 

dado que la ancha absorción del MLCT empieza a desvanecerse. La dispersión Raman del 

complejo de Osmio en la multicapa adsorbida en las partículas núcleo-cáscara muestra un 

perfil bastante diferente en función de la energía de excitación del láser, en la Figura 61 A. 

El máximo de resonancia se corre a energías más bajas (530nm) y se observa una 

característica mucho más ancha en la respuesta. De hecho, cuando se compara con la 

absorción de las nanopartículas reproducida en Figura 61 B es evidente que  la 

absorbancia máxima debido al plasmón de Oro en 530nm resulta en un máximo en el pico 

de dispersión Raman asociado al efecto SERS. 

Es notorio como, a diferencia de la dispersión resonante electrónica del PAH-Os solo, 

sobre las nanopartículas núcleo-cáscara, la intensidad de la dispersión Raman de la 

Bipiridina se extiende al rango de 550-660nm siguiendo el perfil de absorción del plasmón 

de Oro.  
 

Dependencia de la concentración de glucosa 

Como el objetivo es desarrollar un biosensor óptico, resulta imprescindible estudiar la 

curva de calibración de estas partículas núcleo-cáscara, es decir, la respuesta de dicho 

sensor en función de la concentración del sustrato. Esto provee información sobre la 

sensibilidad del sensor, su rango de operación y el rango en el que su respuesta es 

aproximadamente lineal. Para tal fin, se midió la intensidad Raman resonante en función 

de la concentración de glucosa en una gota de 1µL sobre nanocavidades de Ag. En la 

Figura 62  se presenta el resultado: 
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Figura 62. Intensidad de Raman resonante en función de la concentración de glucosa en una solución acuosa de 1µL 
de 60pM de partículas núcleo-cáscara  AuNP-MPS-(PAH-Os4/GOx3) sobre cavidades de 700nm de Ag. Excitación: 
514.5nm, 4.5mW, dos colecciones de 10s para el modo vibracional de 1480cm

-1
. 
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La figura muestra la intensidad de Raman resonante  del modo a 1480cm-1 en función de 

la concentración de glucosa. Cada punto de esta figura fue medido con una solución 

fresca de nanopartículas y glucosa, manteniendo la concentración de NPs constante 

(60.5pM) mientras se varió la concentración de glucosa. Además, se sustrajo la señal de 

fondo, es decir la señal de las nanopartículas oxidadas en solución y en ausencia de 

glucosa. Esta curva de calibración fue medida en colaboración con el Dr. Nicolas Tognalli y 

el Dr. Rafael Szamocki (Universidad de Saarland, Saarbrucken, Alemania) en el laboratorio 

de propiedades ópticas, CAB-CNEA. 

Se ve, a partir de esta figura como la intensidad Raman aumenta con la cantidad de 

glucosa, alcanzando saturación a 7-8mM de glucosa y se observa además un buen ajuste 

de los datos experimentales a la ecuación del tipo Michaelis-Menten: 

 glucosa
1

max

appK
I

I


  

 

(línea solida en la Figura 62), donde I e Imax son las intensidades  Raman y el valor de 

saturación respectivamente y Kapp 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 

concentración de glucosa siguiendo la tasa de oxidación enzimática de glucosa y por lo 

tanto la formación de Os(II). 

 

Un mecanismo alternativo 

Los resultados mostrados en la  Figura 62 indican que la intensidad de Raman resonante 

crece con la concentración de glucosa siguiendo la velocidad de oxidación enzimática de 

la misma y consecuentemente con la velocidad de formación de Os(II).  

Analizando la cáscara de las nanopartículas se puede estimar la concentración 

volumétrica de Osmio (0.95mM Os). Esta resulta ser menor que la concentración de 

glucosa en todas las soluciones medidas de la Figura 62. Por lo tanto, ya que la glucosa se 

encuentra en exceso debería reducir a todos los Os(III) en las nanopartículas presentes en 

la muestra. Esto correspondería a una titulación de Os(III)  por parte de glucosa y en una 

señal Raman constante para todas las concentraciónes de glucosa. Esto no es lo que se 

observa y por lo tanto se descarta un mecanismo de titulación. 

Se especula entonces que debe existir una especie que reoxida el Os(II) a Os(III).  

Se sugiere que el oxígeno disuelto en la microgota de las muestras oxida el FADH2 (La 

constante bimolecular para la reoxidación del FADH2 en la glucosa oxidasa por parte del 

oxígeno molecular es de 1.8 × 106 M-1s-1 a 25 °C 195) produciendose peróxido de 

hidrógeno. Como ya se mostró anteriormente, este peróxido es capaz de oxidar al Os(II) 

en presencia de Peroxidasa de Soja. En la siguiente sección se mostrará como 

                                                      
195 Gibson QH, Swoboda BE P, Massey V. J. Biol. Chem. Lett. 1964, 239, 3927–3934. 
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efectivamente se comprobó que la Peroxidasa de Soja usada para la oxidación de las 

nanopartículas permanece adsorbida en la última capa de las partículas núcleo-cáscara. 

Bajo estas condiciones entonces, la relación Os(II)/Os(III), que es proporcional a la 

intensidad Raman medida, sería: 

    2222

redox

OHFADFADHO  :de velocidad

gluconicoGOx GOx glucosa   :de velocidadα
Os(III)

Os(II)
 


 

 

Como la concentración de oxígeno y por lo tanto la velocidad de su reducción es 

aproximadamente constante, el denominador de esta última ecuación resulta ser 

independiente de la concentración de glucosa. Por lo tanto resulta: 

 

constante

gluconicoGOx GOx glucosa   :de velocidadα   RamanIntensidad redox 
 

 

Es decir que la  intensidad Raman es, según la ecuación, proporcional a la velocidad de 

Michaelis Menten de la oxidación enzimática de glucosa. 

 

Medidas de potencial Zeta 

Las medidas de potencial Zeta se llevaron a cabo mediante un Zeta Plus Zeta Potential 

Analyzer de la Corporación BrookHaven Instruments. Se midió el potencial Zeta de 

diferentes muestras para confirmar la adsorción de Peroxidasa negativa a la última capa 

de las nanopartículas núcleo-cáscara, terminadas en PAH-Os positiva. 

Los resultados fueron los siguientes: 

ϭͿ AuNP‐MP“: ‐ϯϰ.ϳ ŵV 

ϮͿ AuNP‐MP“‐PAH-Os‐P““‐PAH-Os: 40,5 mV 

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

 

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

partículas terminadas en PAH-Os positiva, disminuye, lo cual es indicativo de la adsorción 

de SBP en la última capa. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Se diseñó un nanobiosensor basado en nanopartículas cuya cáscara contiene enzima 

cableada, que responden a concentración milimolar de glucosa en solución. El 

nanobiosensor puede ser interrogado como un biosensor fotónico sin contactos, a través 

de la recuperación de la señal de Os(II) resonante  a partir de una muestra de 1µL 

conteniendo las nanopartículas sobre Oro atómicamente plano, o  sobre arreglos de 

cavidades nanoestructuradas de Ag para lograr un posterior realce de la señal. La 

respuesta a la concentración de glucosa está basada en el diferente comportamiento 

Raman resonante de Os(II) y Os(III) dentro del polímero que actúa como cable molecular. 

Se debe enfatizar que todos los componentes para el reconocimiento molecular selectivo 

del sustrato de la enzima, y la generación de una señal eléctrica y óptica; el cable 

molecular de Osmio  y la Glucosa Oxidasa están autocontenidos en cada biosensor 

constituido por una nanopartícula. Cabe destacar además que este trabajo constituye el 

primer autoensamblado de una enzima cableada sobre una nanopartícula.  

Se encontró además, que las nanopartículas de Oro amplifican la señal 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 partícula 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 comprobó el control y versatilidad de la técnica de 

autoensamblado capa por capa, ya que fue esta técnica la que  permitió desarollar un 

biosensor en escala nano sobre nanopartículas manteniendo el cableado de la enzima  y 

también la actividad enzimática.  
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4A.Biocátodo para celdas de combustible 

empleando Lacasa mediada 
En este capítulo se fabricaron y caracterizaron exhaustivamente biocátodos de celda de 

biocombustible basados en la enzima Lacasa. Como se vió en la introducción existen dos 

enfoques para realizar un biocátodo para celdas de combustible empleando enzimas, el 

enfoque que utiliza enzima mediada y el enfoque que emplea transferencia electrónica 

directa entre la enzima y un electrodo. En esta tesis se estudiaron ambos enfoques. En la  

parte A de este capítulo se presentan los resultados de un biocátodo usando Lacasa 

mediada con el polímero redox de Osmio (PAH-Os) sobre electrodos de Oro. En la Parte B 

de este capítulo se presentan los resultados del biocátodo con Lacasa no mediada, 

mediante la transferencia electrónica directa de la Lacasa sobre superficies de carbono 

grafitico. 

Además, en el comienzo de este capítulo se encuentra la introducción a celdas de 

combustible y reducción de oxígeno. 

 

INTRODUCCIÓN A CELDAS DE COMBUSTIBLE 

Celdas de combustible 

Por celda de combustible se entiende un dispositivo electroquímico capaz de generar 

electricidad a través de la oxidación de un combustible y la reducción de un oxidante 

(generalmente oxígeno) espacialmente separados. La Figura 63 muestra los componentes 

básicos de una celda de combustible, en este caso de hidrógeno: 

 

 
Figura 63. Esquema de una celda de combustible de hidrógeno. 
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Los combustibles típicos para este tipo de celdas incluyen hidrógeno, metanol, etanol, 

acido fórmico, etc. La reacción que ocurre en el ánodo es: 

0,0V         E4e(aq)4H(g,1atm)2H 0
2    

 

Mientras que en el otro electrodo, el cátodo, se produce la reducción para mantener la 

electroneutralidad de la celda. Independientemente del combustible, la especie a ser 

reducida siempre es el oxígeno molecular. La reacción de reducción de oxígeno (RRO) es: 

1,23V         E02H(aq)4H4e (g,1atm)O 0
2

-
2    

 

Por lo tanto la reacción combinada es: 

1,23VE         0HO
2

1
H 222   

La eficiencia eléctrica de una celda de combustible se define como: 

0
1

E
ca

   

donde: 

a=sobrepotencial del ánodo 

c=sobrepotencial del cátodo 

 

Se recuerda que se define el sobrepotencial a la diferencia entre el potencial 

termodinámico y el observado experimentalmente. Para el caso de la celda de H2/O2  

a=50mV mientras que c=ϱϬϬ a ϲϬϬŵV. A paƌtiƌ de esto, Ǉ usaŶdo ȴE0= 1.23V se obtiene 

uŶa efiĐieŶĐia de  ɸ = 45-55% . 

 

La reacción de reducción de oxígeno sobre Platino en medio ácido usualmente procede 

por una vía de cuatro electrones. Sin embargo, del 2 al 0.01%  del oxígeno es reducido a 

peróxido de hidrógeno. El origen del peróxido es controversial, con explicaciones que van 

desde Pt contaminado hasta un tiempo de retención reducido para intermediarios de 

peróxido de hidrógeno. La generación de peróxido de hidrógeno en estos catalizadores 

tiene un número de consecuencias negativas. Está asociada por ejemplo a la inestabilidad 

del catalizador.  A tiempos largos (~5000 horas de  operación) los catalizadores basados 

en partículas de Platino exhiben aglomeración en sus partículas y disolución en la 

membrana, lo cual lleva a una depolarización de la celda y a eficiencias todavía menores. 

Aun peor, el peróxido de hidrógeno descompone la comúnmente usada membrana de 

Nafion. Otro tema respecto a los catalizadores de la RRO basados en Platino, tiene que 

ver con la difusión del combustible a través de la membrana, ya sea durante o después de 

la operación de la celda y este  fenómeno puede conducir al envenenamiento del 

electrodo, particularmente cuando el combustible contiene carbón. La ventaja de usar 

catalizadores de Platino radica en la alta potencia que entregan estas celdas, de hasta 

1000mA.cm-2 a 400mV de operación de la celda196. Su gran desventaja es el alto costo del 

                                                      
196 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 onzas197. A un costo de alrededor de USD1500 por onza, solo el catalizador 

de Platino en esta celda de combustible costaría entre USD2300 y USD3700 para operar 

un vehículo pequeño de 100kW (dos o cuatro puertas). Un costo significativo dado que el 

motor de combustión interna de 100kW cuesta alrededor de USD3000. 

 

Mecanismos de la Reacción de Reducción de Oxigeno 

Los mecanismos asociados con la RRO han sido tema de investigación durante varias 

décadas, particularmente debido a que se relacionan con el Platino. Los trabajos 

tempranos de Yeager y col. basándose en experimentos de electrodos de disco rotatorio y 

en la variación de la corriente en función del sobrepotencial  (gráficos de Tafel) 

condujeron a un modelo de reducción secuencial a través de varios intermediarios unidos 

a la superficie198,199,200 como muestra la  Figura 64: 

 

 
Figura 64. Mecanismo para la RRO en solución ácida mostrando el camino directo y el camino en serie. O2(b) es 
oxígeno en solución y O2* es oxígeno asociado a la superficie del electrodo

201
. 

 

Se perciben dos procesos diferentes operativos en la figura. El primero, el mecanismo 

͞diƌeĐto͟ ;k1) comprende la transferencia concertada de cuatro electrones, reduciendo 

oxígeno a agua. El seguŶdo, el ŵeĐaŶisŵo ͞eŶ seƌie͟ ĐoŶsta de uŶa seƌie 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 vía un 

proceso de cuatro electrones casi todo el tiempo, con una pequeña cantidad (~ 1% ) de 

peróxido de hidrógeno formado a bajos (100-400mV) sobrepotenciales. En otras 

superficies, como el Oro, la RRO procede por un camino de reducción de dos electrones a 

peróxido de hidrógeno a sobrepotenciales relativamente bajos. Sin embargo, en medio 

básico, algunas caras de Oro Au(100) con bajo índice de Miller exhiben reducción de 

                                                      
197 University of Houston (2007, October 31). Fuel Cells Gearing Up To Power Auto Industry. ScienceDaily. Retrieved 
January 18, 2011, from ScienceDaily 
198 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. 
200 Yeager E. Electrochim. Acta 1984, 29, 1527–1537. 
201 Wroblowa HS, Pan,YC, Razumney G. J. Electroanal. Chem. 1976, 69, 195–201. 
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cuatro electrones, mientras que otras no. Los gráficos de Tafel (log i vs. ) 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 electrón es el paso controlante. Por otro lado, 

la reactividad en la región de bajo sobrepotencial puede ser controlada por aniones 

adsorbidos (o más específicamente, la desorción de aniones adsorbidos)202,203. En ambos 

regímenes de potencial, la RRO es de primer orden en O2. 

Se cree que las diferentes pendientes de Tafel están asociadas con diferentes 

cubrimientos de OH-, que son dependientes del potencial. Una región de alto cubrimiento 

a bajos sobrepotenciales da una pendiente de Tafel baja, y un cubrimiento bajo de OH-  a 

bajos potenciales da una pendiente de Tafel más alta204,205. Aun hoy, no existe consenso 

acerca de cuáles 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 oxígeno molecular se une a una superficie metálica 

y se transforma en un superoxido unido a la superficie luego de la primer transferencia 

electrónica con una posible transferencia de protón acoplada. En cambio, en la 

disociativa, el oxígeno molecular se disocia cuando se coordina con el Platino. 

La observación de un peróxido o superoxido unido podría confirmar el mecanismo 

asociativo, pero la observación definitiva de esta especie no ha sido obtenida. Sobre otras 

superficies, existe también ambigüedad respecto al mecanismo de la RRO. Sobre aquellas 

superficies formadas por la deposición UPD (underpotential deposition) de Bismuto sobre 

Au(111), estudios espectroscópicos revelan la presencia de hidróxido unido a la superficie 

durante el curso de la reducción de dos electrones  de peróxido y un superoxido unido al 

electrodo formado durante la reducción oxígeno por transferencia de cuatro electrones.   

También se ha observado hidróxido unido a la superficie como consecuencia de la 

reducción de peróxido sobre muchos otros sustratos, tales como aquellos formados por la 

deposición de Plomo sobre Au(111)206, Cobre207, Oro208, y Platino209. Estos estudios 

experimentales, junto con los cálculos correspondientes, sugieren que la ruptura del 

enlace O-O sobre estas superficies ocurre durante la oxidación de peróxido. Un 

mecanismo alternativo para la RRO plantea que la ruptura del enlace O-O ocurre al nivel 

de la asociación del O2 a la superficie metálica, tal como se encuentra que sucede en 

condiciones de ultra alto vacio sobre Platino.  

                                                      
202 Wang JX, Markovic NM, Adzic RR. J. Phys. Chem. B 2004, 108, 4127–4133. 
203 Stamenkovic V, Markovic NM, Ross PN. J. Electroanal. Chem. 2001, 500, 44–51. 
204 Tian F, Jinnouchi R, Anderson AB. J. Phys. Chem. C 2009, 113, 17484–17492. 
205 Rai V, Aryanpour M, Pitsch H.J. Phys. Chem. C 2008, 112, 9760–9768. 
206 Li X, Gewirth AA. J. Raman Spectrosc. 2005, 36, 715–724. 
207 Stewart KL, Gewirth AA. Langmuir 2007, 23, 9911–9918 
208 Kim JW, Gewirth AA. J. Phys. Chem. B 2006, 110, 2565–2571. 
209 Li X, Heryadi D, Gewirth AA. Langmuir 2005, 21, 9251–9259. 
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Un enfoque exitoso para dilucidar la cinética de la RRO sobre superficies metálicas ha sido 

a través del uso del modelo de la banda d popularizado por Norskov y colaboradores210. 

Este método plantea el acoplamiento de estados de adsorbato con estados d del metal 

soďƌe el eleĐtƌodo. Los ͞gráficos de ǀolĐáŶ͟ ƌelaĐioŶaŶ la fueƌza de uŶióŶ eŶtƌe el O, O2, y 

OH sobre diferentes metales con la reactividad. Estos gráficos son una manifestación del 

principio de Sabatier, conocido en la literatura de catálisis heterogénea. La Figura 65 

muestra uno de esos gráficos211: 

 

 
Figura 65. Actividad de reducción de oxígeno para distintos metales en función de la energía de unión del oxígeno

212
. 

 

Esta figura muestra que entre los metales puros, el Platino tiene la reactividad más alta. 

La fuerza de unión entre O y OH y la superficie de metal también puede ser modificada 

por intermedio de aleaciones. Markovic y col.213 usaron esta idea para mostrar que hay 

una excelente correlación 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 grupos214. En particular, las velocidades de reactividad pueden ser 

controladas regulando la posición de esta banda d mediante la construcción apropiada de 

nanopartículas215. 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 

la primera capa, Platino, es alterada por una segunda capa enriquecida en Níquel216. Esta 

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

                                                      
210 Nilsson A, Pettersson LG, Hammer  B, Bligaard T, Christensen CH, Nørskov JK. Catalysis Letters.Volume 100, Issue 3-4, 
2005, Pages 111-114.  
211 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. 
213 Stamenkovic V, Mun BS, Mayrhofer KJJ, Ross PN, Markovic NM, Rossmeisl J, Greeley J, Norskov JK. Angew. Chem., 

Int. Ed. 2006, 45, 2897–2901. 
214 Lima FH, Zhang J, Shao MH, Sasaki K, Vukmirovic MB, Ticianelli EA, Adzic RR. J. Phys. Chem. C 2007, 111, 404–410. 
215 Stamenkovic V, Mun BS, Mayrhofer KJJ, Ross PN, Markovic NM, Rossmeisl J, Greeley J, Norskov JK. Angew. Chem., 

Int. Ed. 2006, 45, 2897–2901 
216 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 pequeñas partículas que serían requeridas para aplicaciones en celda de 

combustible. 

 

Electrodos modificados con enzimas 

Las actividades más altas de catalizadores de la RRO se encuentran en sistemas usando 

Lacasa. Esta enzima como ya se mencionó anteriormente cataliza la oxidación de lignina 

empleando oxígeno como oxidante. La molécula de oxígeno 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: 

 

 
Figura 66. Representación de lazo de la estructura cristalina de Lacasa de Trametes Versicolor (código PDB: 1KYA, 
estructura resuelta por Bettelheim y col.

217
 mostrando la superestructura en azul y los átomos de cobre como esferas 

amarillas
218

. 

 

 

El comienzo de la RRO para electrodos modificados con Lacasa puede casi alcanzar el 

potencial reversible termodinámico de  1.2V versus RHE de la hemicelda de O2/H2O.  

Se han utilizado dos estrategias generales para unir la enzima a la superficie de electrodo 

y establecer comunicación eléctrica entre ambas partes. La primera, utiliza un mediador 

de la transferencia electrónica, típicamente un complejo de Osmio, para impulsar los 

electrones entre la enzima y la superficie del electrodo219,220,221,222,223,224,225,226. Este 

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

                                                      
217 Elbaz L, Korin E, Soifer L, Bettelheim A. J. Electroanal. Chem. 2008, 621, 91–96. 
218 Cracknell JA, Vincent KA, Armstrong FA. Chem. Rev. 2008, 108, 2439–2461. 
219 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 Hudak 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. 
224 Soukharev V, Mano N, Heller A. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 8368–8369. 
225 Barton SC, Pickard M, Vazquez-Duhalt R, Heller A. Biosens. Bioelectron. 2002, 17, 1071–1074. 
226 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-capa227 o mediante el uso de hidrogeles228; estas 

tienen buena durabilidad y mayores densidades de corriente, sin embargo el potencial del 

electrodo está determinado por el mediador.  

La conversión eficiente de energía en este tipo de celda de biocombustible requiere que 

el electrodo modificado con enzima muestre una rápida cinética  para la reacción de la 

enzima con su sustrato a un sobrepotencial bajo. De acuerdo con la teoría de Marcus, la 

velocidad de la reacción enzima-mediador depende de la energía de reorganización y la 

fuerza impulsora, o sea, la diferencia entre el potencial del sitio activo de la enzima y el 

potencial electroquímico del mediador229. La cinética de un electrodo enzimático 

amperométrico tal como un biocátodo de O2 para una celda de biocombustible está 

también determinada por la interacción entre la cinética enzima-mediador, la cinética 

enzima-oxígeno y la difusión de carga redox230.  

La segunda estrategia, por transferencia electrónica 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 enzimáticos son menos duraderos y soportan 

relativamente menos densidad de corriente que los electrodos mediados231. La 

transferencia electrónica directa entre Lacasa y electrodos puede ser establecida usando  

reacciones de uniones diazonio para modificar la superficie del electrodo con moléculas 

aromáticas policilicas (como por ejemplo antraceno)232,233. Estas moléculas aromáticas 

facilitan la unión de la Lacasa al electrodo en una orientación favorable y asisten en la 

transferencia electrónica al sitio activo. La transferencia directa también se puede lograr 

simplemente mediante adsorción inespecífica sobre ciertas superficies de carbono como 

se demuestra en el capítulo 4B de esta tesis. A pesar de su actividad a un potencial 

notablemente alto, hay barreras significativas para el uso de estos electrodos enzimáticos 

no mediados, incluyendo la corta durabilidad, los rangos de pH limitados y las bajas 

densidades de potencia debido al bajo recubrimiento superficial234,235. 

 

Lacasa 

La enzima multicobre Lacasa (EC1.10.3.2; benzenediol: oxygen oxidoreductase) es una 

enzima azul extracelular en plantas y hongos que cataliza la oxidación de bifenoles y la 

reducción por 4 electrones de oxígeno molecular a agua. Contiene cuatro átomos de 

Cobre, denotados T1 y T2 y dos átomos, T3. Esta clasificación se realiza en base a las 

propiedades espectroscópicas de cada uno. El centro de cobre T1 puede ser reducido por 

compuestos fenolicos, mediadores de un electrón, y transferencia directa desde 

                                                      
227 Scodeller P, Carballo R, Szamocki R, Levin L, Forchiassin F, Calvo EJ. J Am Chem Soc. 2010 Aug 18;132(32):11132-40. 
228 Gallaway JW, Calabrese Barton SA. J Am Chem Soc. 2008 Jul 2;130(26):8527-36. Epub 2008 Jun 7. 
229 Mano N, Soukharev V, Heller A. J. Phys. Chem. B 2006, 110 (23), 11180–11187. 
230 Bartlett PN. Bioelectrochemistry. Fundamentals, Experimental Techniques and Applications; John Wiley & Sons: 
Chichester, 2008 
231 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. 
233 Blanford CF, Heath RS, Armstrong FA. Chem. Commun. 2007, 1710–1712. 
234 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 T1, una posterior 

transferencia electrónica interna conduce a la reducción del oxígeno molecular O2 en el 

cluster trinuclear T2/T3
236,237,238. 

La Figura 67 muestra un esquema del sitio activo de la Lacasa, con sus cuatro átomos de 

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

 

El T1 transfiere los electrones al sitio trinuclear T2/T3 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 absorción características a 610nm y 330nm. La primera 

se asigna a una transición de carga de metal a ligando: RScisteina  Cu2+
T1 , mientras que la 

segunda se asigna a la absorción de los cobres T3 con un   5500 M-1 cm-1. 

La Figura 68 muestra la estructura tridimensional de la Lacasa de Trametes Trogii, (código 

PDB: 2HRH) obtenida a partir del difractograma de Rayos X de dicha enzima cristalizada. 

Las dimensiones de esta enzima son de  6 x 5 x 4nm. 

    

                                                      
236 Shleev S, Tkac J, Christenson A, Ruzgas T, Yaropolov AI, Whittaker JW, Gorton L. Biosens. Bioelectron. 2005, 20 (12), 
2517– 2554. 
237 Solomon EI, Baldwin MJ, Lowery MD. Chem. ReV. 1992, 92 (4), 521–542. 
238 Solomon EI, Sundaram UM, Machonkin TE. Chem. ReV. 1996, 96 (7), 2563–2605 



111 
 

 
Figura 68. Estructura tridimensional de Lacasa de Trametes Trogii (Código PDB: 2HRH) obtenida a partir de datos de 
cristalografía de difracción de Rayos X. En color marrón se muestran los átomos de Cobre que conforman el sitio 
activo. 

 

Además, en la figura se pueden apreciar, señalados en color marrón, los cuatro átomos de 

Cobre del sitio activo de esta enzima. 

Por lo dicho anteriormente, las reacciónes principales en las que participa dicha enzima 

en la naturaleza son las siguientes: 

        O2H)4Cu(2LacES4HO)4Cu(1Lac

2Fenol)4Cu(1Lac)4Cu(2Lac2Fenol

22

oxred




  

Más adelante, en este capítulo, se descubrirá que este no es el mecanismo completo para 

la electroreducción biocatalitica de oxígeno a agua. 

 

Debido a que el Cobre T1 se encuentra cercano a un bolsillo hidrofóbico ancho y rico en 

densidad electrónica ʋ es Ƌue resulta posible cablear eficientemente la enzima con 

complejos redox que también tenga un alto contenido en densidad electrónica ʋ. Esto es 

lo que se hizo en el capítulo 4 parte A mediante el cableado con el polímero redox PAH-

Os.  

 

El mecanismo de Solomon 

Lo reportado hasta ahora, para el mecanismo de reducción de oxígeno catalizado por 

Lacasa, era que, a diferencia de lo que ocurre sobre superficies de Platino, la reacción 

ocurre por intermedio de k2 y k3. (Para mayor claridad, en la Figura 69 se repite el 
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diagrama que muestra los posibles mecanismos para la reacción de reducción de oxígeno, 

RRO): 
 

 
Figura 69. Los posibles mecanismos para la RRO. 

 

Este es el mecanismo planteado por el Dr. Edward Solomon239 y como se demuestra más 

adelante en este capítulo, en esta tesis se encontró que este mecanismo es incompleto. 

Se encontró que existe una proporción de la reacción que ocurre por medio de la 

constante k5. 

Como se mencionó más arriba, el mecanismo de Solomon sostiene que la reducción 

ocurre en  pasos de 2 electrones y que el segundo paso es apreciablemente más 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 peróxido 

con la cual hay una gran barrera de activación asociada.  En la Figura 70 se presenta el 

diagrama que explica el mecanismo de Solomon: 

 

                                                      
239 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 reducción de dos electrones se obtiene lo que se llama el 

Intermediario de Peróxido, representado en la figura. 

Si bien se encontró que el peróxido de hidrógeno es un intermediario de esta reacción, no 

se comprobó que éste sea liberado a la solución antes de ser reducido a agua240. 

 

 

 

 

 

                                                      
240 Solomon EI, Augustine AJ, Yoon J. Dalton Trans. 2008, (30), 3921–3932. 
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CARACTERIZACIÓN DE LAS MULTICAPAS LACASA/PAH-Os 

Elipsometría y Microbalanza de cristal de Cuarzo 

La adsorción de Lacasa y PAH-Os fue monitoreada con microbalanza de cristal de cuarzo 

en función del tiempo. Esto arrojó los siguientes transitorios de aumento de masa: 
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Figura 71. Transitorio de adsorción de masa usando microbalanza de cristal de cuarzo empleando las condiciones 
estándares de autoensamblado. El recuadro muestra la masa total depositada en función del número de capas.  

 

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

incorporada en cada paso de adsorción. El espesor de las películas delgadas enzima-

mediador fue monitoreado por elipsometría in situ a 632nm 241 y la carga eléctrica 

integrada a baja tasa de barrido (5mV.s-1) arrojó la concentración superficial de sitios 

redox segun ȳos = q / F (mol.cm-2). En la siguiente tabla se resumen las concentraciónes y 

espesores de diferentes electrodos estudiados. A partir de las concentraciónes 

superficiales del mediador redox y del espesor elipsométrico se pueden estimar las 

concentraciónes volumétricas para la enzima y el mediador. 

 

 

 

 

                                                      
241 Forzani ES, Otero M, Perez MA, Teijelo ML, Calvo EJ. Langmuir 2002, 18 (10), 4020–4029. 
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Capas de 

Lacasa 

QCM 

µg.cm-2 

Γenz 

mol.cm-2 

Q 

µC.cm-2 

ΓOs 

mol.cm-2 

D 

nm 

[Lac] 

mM 

[Os] 

mM 

1 1.05 1.91x10-11 4.09 4.14x10-11 6.84 27 60 

3 2.23 4.05x10-11 17.4 18x10-11 35 11.5 51.4 

6 5.2 9.45x10-11 28.5 29.5x10-11 142 6.7 20 

Tabla 1. Detalles de las concentraciónes de las películas enzimáticas 

 

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] 242,243. Se sugiere que esto 

se debe a una menor carga superficial para la Lacasa comparado con la GOx bajo las 

condiciones empleadas para ambas.  

 

REDUCCIÓN  DE  OXÍGENO 

Una vez fabricado el electrodo, se procedió entonces a analizarlo como catalizador de la 

reacción de reducción de oxígeno, mediante voltametrías cíclicas, a diferentes 

concentraciónes de oxígeno, en un buffer adecuado. 

La voltametría cíclica de estos electrodos en soluciones libres de O2 muestra solo la cupla 

redox Os(III)/Os(II) a 0.31V. La diferencia respecto al valor para el complejo de Osmio 

soluble de ~0.25V es debido a la regulación de carga a través del potencial Donnan de la 

multicapa244.  

En presencia de O2, sin embargo, se desarrolla una clara onda de reducción catalítica 

como se puede ver en la Figura 72 para películas con 6 capas de Lacasa a diferente 

presión parcial de oxígeno: 

                                                      
242 Flexer V, Pratt KFE, Garay F, Bartlett PN, Calvo E J. J. Electroanal. Chem. 2008, 616 (1-2), 87–98. 
243 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. Voltametría cíclica para diferentes presiones parciales de oxígeno (señaladas en azul) bajo condiciones de 
reposo para 6 bicapas de Lacasa y PAH-Os, velocidad de barrido v= 5mV.s

-1
 en 0.1M buffer acetato de pH4.7 y 0.2M 

KNO3.  

 

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 máximo en la  corriente y una cola de difusión. 

Estos efectos fueron observados para todos los para electrodos con más de 3 capas de 

Lacasa.  Como se explicó en la sección Cinética Enzimática del capítulo 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 difusión en la Figura 72 podrían estar 

indicando algo de limitación por transporte de masa.  Esto podría surgir del agotamiento 

de oxígeno dentro de la película enzimática o en el electrolito adyacente a la superficie 

del electrodo. La pregunta de porque ocurren estos dos fenómenos (de histéresis y cola 

de difusión) deberá ser respondida, pero permanecerá, por ahora, abierta. 

Cabe mencionar que estas características de histéresis y máximo en la corriente han sido 

observadas previamente en otros trabajos245,246 en soluciones saturadas de aire y no se 

dio ninguna respuesta a la pregunta planteada en el párrafo anterior para este fenómeno. 

En un trabajo reciente247 se mostraron estos efectos de histéresis y máximo en la 

corriente en aire, mientras que, en saturación de O2 ocurre una onda catalítica bien 

desarrolladla, sin dar tampoco explicación para esa observación.  

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

valores más bajos, y este efecto es mayor a mayor presión parcial de oxígeno. 

 

                                                      
245 Szamocki R, Flexer V, Levin L, Forchiassin F, Calvo EJ. Electrochim. Acta 2009, 54 (7), 1970–1977. 
246 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. 



117 
 

Como una posterior caracterización electroquímica, se estudiaron estas multicapas 

autoensambladas sobre electrodo rotatorio y se observó la electroreducción de oxígeno 

para distinto número de capas,  bajo condiciones de reposo y de convección forzada. Este 

resultado se presenta en la Figura 73: 
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Figura 73. Voltametría cíclica para diferente número de bicapas, a una rotación de 9Hz (curvas negras) y condiciones 
de reposo (curvas rojas) para una velocidad de barrido de v = 5mV sec

-1
 y en  0.1M buffer acetato de pH 4.7 y 0.2M 

KNO3. En azul se indica la cantidad de capas de Lacasa. Nótese 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 más claramente a mayor grosor de la película. 

Además, cuando se aplica agitación usando el electrodo de disco rotatorio (EDR), la 

histéresis desaparece y se observa una curva catalítica bien desarrollada alcanzando un 

plateau en el potencial más reductor. 
 

Efectos de transporte de masa de oxígeno 

Con el fin de realizar un análisis cuantitativo mediante Koutecky-Levich de este sistema 

biocatalítico mediado, se midieron las curvas de polarización a diferentes presiones 

parciales de oxígeno y diferentes velocidades de rotación.  

El efecto de la frecuencia de rotación sobre la corriente catódica catalítica se muestra en 

la Figura 74 para soluciones saturadas con 0.13 y 1 atm de oxígeno respectivamente: 
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Figura 74. Curvas de polarización para la reducción de O2 sobre electrodos modificados con Lacasa PAH-Os7/Lac6 para 
velocidad de barrido de 5mVs

-1  
en buffer acetato 0.1M de pH 4.7 y 0.2M KNO3 saturado con diferentes presiones 

parciales de oxígeno. A: 0.13 atm de O2, B: 1 atm O2. 

 

Se debe notar que los efectos son más fuertes mientras más baja es la concentración de 

oxígeno en el electrolito. Parte del motivo para esto es la dependencia de orden uno a 

bajas pO2 y la menor dependencia (orden 0.5) a altas pO2 de la corriente catalítica con la 

presión parcial de oxígeno, debido a la naturaleza enzimática del sistema. 

 

Gallaway y Col 248 han usado la ecuación de Koutecky Levich(K-L)249: 

                                                      
248 Gallaway JW, Barton SAC. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130 (26), 8527–8536. 
249 Albery W. J. Trans. Faraday Soc. 1966, (62), 522. 
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Lk iii

111                      Ecuación 4.1 

 

la que corresponde a una cinética con control mixto cinético-difusiónal,  para describir y 

analizar la reducción biocatalitica de O2 por Lacasa mediada por polímeros de Osmio.  

Donde ik es la densidad de corriente cinética pura. E  iL es la corriente limite (cuando no 

existe limitación cinética) y se define como: 

 
2/1*6/13/2

22
55,1 fCDAFNi OOL

   

 

A continuación,  se hará el mismo análisis para el sistema de Lacasa/PAH-Os estudiado en 

esta tesis. 

Se debe tener en cuenta que la ecuación 4.1 es estrictamente válida para reacción de 

primer orden  en la especie electroactiva. La dependencia de la densidad de corriente con 

la concentración de oxígeno catalizada por Lacasa y mediada por el complejo de Osmio 

es, como se dijo previamente, de primer orden orden para bajas presiones parciales de 

oxígeno, mientras que es menos dependiente del oxígeno a mayores pO2 debido a la 

cinética Michaelis-Menten. Para reacciones electroquímicas de orden diferente de uno, el 

tratamiento de Koutecky-Levich lleva a ecuaciónes diferentes. En particular, para 

mecanismos de Michaelis-Menten, el tratamiento de K-L lleva a la siguiente ecuación250: 

 

  *

1 1 1
1

4 44
M

L cat cat L

Ki i

i i Fk Fk C iFk Os  

                            Ecuación 4.2 

 

DoŶde ȳΣ es la concentración superficial de enzima y C* es la concentración de sustrato. 

Se debe notar que la ecuación 4.2 conduce a una ecuación no lineal de 1/i vs. 1/f1/2   

debido a términos de cinética enzimática. Para baja concentración de sustrato (C* << KMS) 

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

 

  *

1 1 1

4 4 4
M

k cat cat

K

i Fk Os Fk Fk C  
         , la cual es válida solo para  i << iL: 

 

´ *

1 1 1

4 4 4
M

E c c L

K i

i Fk Fk Fk s i  
                                                       Ecuación 4.3 

 

Por lo tanto la ecuación 4.3 ha sido usada para extrapolar las densidades de corriente 

observadas a frecuencia de rotación tendiendo a infinito  solo para bajas concentraciones 

de sustrato (de 0 a 0.53 de pO2), que es donde se cumple la aproximación C* << KMS. A 

                                                      
250 Lyons MEG, Lyons CH, Michas A, Bartlett PN. J.Electroanal. Chem. 1993, 351 (1-2), 245–258. 
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continuación se muestran las graficas de KL para 6 capas de Lacasa a diferentes presiones 

parciales de oxígeno:  
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Figura 75. Gráficos de Koutecky-Levich para la reducción de O2 con  6 capas de Lacasa  para diferentes presiones 
parciales de O2. Los puntos representan los datos y las rectas representan los ajustes. 

 

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

pO2 Ordenada al 

origen 

(datos) 

Pendiente KL 

experimental 

Pendiente 

KL teorica 

i/A.cm-2 

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 3.93e-4 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 pO2, para 6 capas de Lacasa. 

 

La pendiente de Koutecky-Levich está determinada por el producto de tres parámetros: el 

número neto de electrones transferidos por molécula de O2, N; el coeficiente de difusión 

DO2, y la concentración analítica de oxígeno, CO2. En la concentración de oxígeno más baja, 
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pO2 0.13, y para N=4, la pendiente esperada es 0.0102 μA-1 cm2 s1/2, mientras que el valor 

experimental es 0.0113 μA-1cm2s1/2 lo cual daría N=3,62. 

Gallaway y col.251 reportaron un factor 2 de discrepancia entre la pendiente experimental 

y la calculada y atribuyeron esta diferencia a una partición no unitaria del oxígeno en el 

film. Ya que esas son las investigaciones más completas sobre la reducción de oxígeno 

catalizadas por Lacasa y mediadas por complejos de Osmio  con el EDR, y a partir de la 

desviación de N=4 encontrada también en esta tesis, se concluye que no hay evidencia 

clara para descartar la formación y liberación de peróxido de hidrógeno bajo condiciones 

electroquímicas mediadas por complejos de Osmio.  
 

 

Dependencia de la presión parcial de oxígeno 

El efecto de histéresis y la cola de difusión,  para capas no demasiado gruesas, es 

despreciable en condiciones de saturación de oxígeno, tal como se ilustra mediante la 

Figura 76: 
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Figura 76. Tres capas cableadas de Lacasa, en ausencia de rotación. En aire (curva negra) y en O2 (curva roja). 

 

Como se mencionó anteriormente, Schuhmann y col. 252 habían observado este mismo 

efecto en un sistema con Lacasa y un polímero redox de Osmio muy similar al empleado 

en esta tesis. Sin embargo, en esa comunicación no hay mención de este efecto. 

 

                                                      
251 Gallaway JW, Barton SAC. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130 (26), 8527–8536. 
252 Ackermann Y, Guschin DA, Eckhard K, Shleev S, Schuhmann W. Electrochem. Commun. 2010, 12, 640–643. 



122 
 

INDICIOS DE UNA  ESPECIE INHIBIDORA 

Se vuelve ahora a la pregunta inicial: ¿la histéresis y la cola de difusión observadas 

anteriormente: ocurren debido a limitaciones difusionales? 

Para responder esto, se trabajó 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 solución. La 

corriente en el límite convectivo-difusiónal para la reducción de O2 está dada por la 

ecuación de Levich: 

 
2/1*6/13/2

22
55,1 fCDAFNi OOL

   

 

Donde ͞F͟ es la constante de Faraday, DO2: el coeficiente de difusión del oxígeno (1,41.10-

5cm2.s-1),  ͞ʆ͟ es la viscosidad cinemática del electrolito (1g.m-1.s-1), C*O2 la concentración 

analítica de oxígeno (1 mM a pO2= 1 atm), f: la frecuencia de rotación en Hz y  N es el 

número de electrones transferidos por molécula de oxígeno.  

A una frecuencia de rotación de 9 Hz  y para  N= 4 que es la cantidad de electrones 

intercambiados en la reacción de reducción de oxígeno, esta ecuación arroja iL =2.25 

mA.cm2. Esto es mucho mayor que cualquier valor de la Figura 72.   En este caso 

experimental, con una frecuencia de rotación de 9 Hz la corriente catalítica es de 

0.32mA.cm-2. 

Esta diferencia con respecto a la corriente límite está indicando que se está bajo control 

cinético de la reacción y  por lo tanto no es un problema de transporte de oxígeno. 

Ahora que se sabe que no es un problema de difusión de oxígeno, uno se podría  

preguntar si la limitación en la corriente podría provenir de un agotamiento en los 

protones (nótese que la reacción de reducción de O2 consume 4 moles de protones por 

cada mol de oxígeno). Sin embargo, el siguiente razonamiento indica que este tampoco es 

el motivo: La concentración de [H+]  = 2 x 10-5
 M a pH 4.7 es mucho menor que 1mM del 

oxígeno disuelto en el electrolito, pero la concentración de Ácido Acético es [AcOH] ≈0.05 

M para  0.1 M de buffer acetato de  pH 4.7 que puede fácilmente disociarse dando 

protones. Ya que el pH del electrolito está bien regulado bajo estas condiciones no se 

espera que la difusión de la forma ácida del buffer, la cual dona protones a la superficie, 

pueda limitar la corriente catalítica de reducción de O2. 

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 solución, por ejemplo 

una especie inhibidora de Lacasa acumulada en la multicapa enzimática y que difunde 

desde el film a la solución, guiado por la rotación y que esto puede ser la causa de la 

histéresis y el máximo en la corriente observada bajo condiciones de reposo. Además, un 

efecto de histéresis es consistente con la acumulación de inhibidor en la multicapa en el  

tiempo del experimento produciéndose por esto menor corriente en sentido anódico que 

en sentido catódico.  
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Previo a este trabajo, se postulaba en la literatura, que la Lacasa reduce oxígeno 

mediante un mecanismo de 4 electrones con el sitio T2/T3 como el sitio de reducción de 

oxígeno253 254. Sin embargo como se mostró previamente, no existe evidencia 

experimental que demuestre este camino de reducción de 4 electrones sin la liberación 

de un intermediario peróxido de hidrógeno. Por su parte, como ya se mencionó, Solomon 

ha mostrado255 que efectivamente este intermediario de peróxido de hidrógeno existe en 

la Lacasa durante la reacción. Por lo tanto el peróxido de hidrógeno es un buen candidato 

como intermediario soluble en el biocátodo de O2 que pueda inhibir la reacción; y esta 

inhibición sería anulada si ese peróxido de hidrógeno acumulado en la película se barriera 

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

 

Además, para un film más grueso se esperaría una mayor acumulación de peróxido de 

hidrógeno bajo condiciones de reposo. Esto es efectivamente lo que se observó cuando 

se realizaron las curvas de calibración para distinto número de bicapas y por consiguiente 

distintos espesores. La Figura 77 muestra las curvas de calibración para  A) una bicapa, B) 

3 bicapas, C) 6 bicapas: 
 

                                                      
253 Shleev S, Tkac J, Christenson A, Ruzgas T, Yaropolov AI, Whittaker JW, Gorton L. Biosens. Bioelectron. 2005, 20 (12), 
2517– 2554. 
254 Solomon EI, Sundaram UM, Machonkin TE. Chem. ReV. 1996,96 (7), 2563–2605 
255 Lee SK, George SD, Antholine WE, Hedman B, Hodgson KO, Solomon EI. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124 (21), 6180–6193. 
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Figura 77. Densidad de corriente catalítica para la electroreducción de O2 en un film de Lacasa mediado por PAH-
Os(II) en 0.1M buffer acetato de pH 4.7 en 0.2M KNO3 a diferentes presiones parciales de oxígeno bajo condiciones 
de reposo (curvas negras) y bajo rotación 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 calibración en condiciones de reposo para un film delgado y grueso: 
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Figura 78. Curvas de calibración para: Curva negra: película delgada (3 capas); y Curva roja: película 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 rotación se 

obtiene dicho comportamiento Michaeliano. Lo más esperable para un mecanismo de 

cinética enzimática es un mecanismo del tipo Michaelis Menten ya que es el mecanismo 

más común entre las enzimas y además en toda la literatura, no se ha sugerido un 

mecanismo distinto para esta enzima. 

Se nota que para la condición de reposo la curva muestra un comportamiento sigmoideo 

anormal con densidades de corriente por debajo de las esperadas  para la dependencia 

de Michaelis Menten.   

Además, a partir de estas figuras, es claro que existe un marcado efecto con el espesor de 

la película. Lo cual también es consistente con la idea de que la multicapa 

autoensamblada atrapa y acumula a este inhibidor peróxido de hidrógeno.  

Saltan a la vista por lo tanto dos efectos a partir de estas curvas de calibración: 1) el 

comportamiento en condiciones de reposo no es el esperado, sin embargo al aplicar 

rotación se observa el comportamiento esperado. Y 2) La diferencia entre las condiciones 

de reposo y de convección forzada aumentan al aumentar el grosor de las multicapas. 

Para electrodos mediados por Osmio, los estudios en función de la concentración de O2 

son escasos en la literatura con excepción del trabajo reportado por Calabrese-Barton256 

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 solución en 

reposo y  por lo tanto la curva sigmoidea no pudo ser observada.  

 

                                                      
256 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 hipótesis del inhibidor peróxido de hidrógeno es que este efecto 

anómalo desaparece al intercalar Peroxidasa en la multicapa. A continuación se muestra 

la voltametría, en saturación de O2 de dos electrodos similares, uno conteniendo 

Peroxidasa de Soja (SBP) intercalada en su estructura y el otro no: 
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Figura 79. Voltametría cíclicas en aire sin rotación. 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 estaría ͞ĐoŶsuŵieŶdo͟  el 

H2O2  en el autoensamblado y por lo tanto contrarrestando el efecto anómalo según las 

siguientes reacciones: 

 

PAHOs(III)SBPPAHOs(II)SBP

SBPO2H2HSBPOH

redox

ox2red22


 

 

 

Es claro además, que existe otra diferencia entre la curva roja con la curva negra en este 

grafico: la disminución 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 podría estar ocupado por Lacasa y por lo tanto ese 

volumen no interviene en la reducción de O2. 

 

INHIBICIÓN POR PERÓXIDO DE HIDRÓGENO 

Para confirmar que el peróxido de hidrógeno actúa como inhibidor se debe saber si 

efectivamente inhibe la reducción de O2 biocatalitica. Esto se comprobó añadiendo 

peróxido de hidrógeno exógeno a una solución acuosa de Lacasa y realizando el ensayo 

de actividad estándar (ver Capitulo 2: actividad enzimática). Los resultados fueron los 

siguientes: 
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Figura 80. Cinética de oxidación del colorante ABTS frente a Lacasa, con peróxido de hidrógeno equimolar y sin 

peróxido. 

 

Se comprueba una disminución de más de 4 veces en la actividad enzimática al incubar 

con peróxido equimolar (la pendiente de la curva azul es 4 veces menor que la pendiente 

de la curva verde). Mientras que el experimento control mostró claramente que el 

peróxido de hidrógeno por sí solo no es capaz de oxidar al indicador usado en el ensayo 

de actividad enzimática, ABTS. 

La inhibición también se puso en evidencia en los experimentos electroquímicos al 

agregar peróxido de hidrógeno soluble al electrolito como se observa en la Figura 81: 
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Figura 81. Efecto de agregar H2O2 al electrolito en la reducción catódica de oxígeno sobre electrodos modificados con 
Lacasa  (PAH-Os)3(Lac)3(PAH-Os) para velocidades de barrido  v = 5mV s

-1
  en buffer acetato 0.1M de pH 4.7 y 0.2M 

KNO3 en aire, bajo condiciones de reposo  y a 9Hz con un EDR. Las curvas negras representan el electrolito sin 
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peróxido de hidrógeno y las curvas rojas representan las mismas mediciones con 100µM de peróxido de hidrógeno 
agregado. 

 

Se observa el efecto inhibitorio, en condiciones de reposo y rotación, al agregar H2O2 al 

electrolito, en aire, sobre la reducción catódica de oxígeno en un electrodo 

autoensamblado. Mediante las curvas negras se representa la medición sin peróxido de 

hidrógeno y mediante curvas rojas las mediciones del mismo electrodo con 100µM de 

peróxido de hidrógeno agregado al buffer de medida. 

Es muy importante destacar en este caso que la inhibición de Lacasa es reversible, es 

decir que  la actividad de la Lacasa es recuperada al remover el peróxido de hidrógeno del 

electrolito. 

Por otro lado, la adición de peróxido de hidrógeno en ausencia de O2 no produjo 

corriente catódica, por lo tanto no se detectó función peroxidasa para la Lacasa cableada 

cuando se agregó peróxido de hidrógeno exógeno al electrolito. Esto quedó demostrado a 

partir del siguiente grafico en el que se observa el efecto de agregar 1mM de peróxido de 

hidrógeno al electrolito: 
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Figura 82. Voltametrías cíclicas en presencia de peróxido de hidrógeno y ausencia de oxígeno. Se observa la ausencia 
de actividad peroxidasa del biocátodo. 

 

Se aprecia en la Figura 82 la misma corriente en ausencia y en presencia de peróxido de 

hidrógeno, mostrando la ausencia de actividad Peroxidasa de esta enzima. Cabe recalcar 

que este mismo electrodo mostró una clara corriente catalítica típica al ser saturado con 

oxígeno. 
 

DETECCIÓN DEL PERÓXIDO DE HIDRÓGENO MEDIANTE 

MICROSCOPIO ELECTROQUÍMICO DE BARRIDO 

Para investigar la producción de peróxido de hidrógeno como intermediario de la 

reducción de O2, catalizada por la Lacasa cableada por PAH-Os, se recurrió al uso del 

microscopio electroquímico de barrido (SECM) en el modo de generación- 
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colección257,258,259,260,261. El principio de funcionamiento y modo de operación de este 

microscopio ha sido expuesto en el Capitulo 2. 

En este experimento, la punta que constituye un ultramicroelectrodo (UME), se conectó a 

un potencial oxidativo de 1.2V con el fin de oxidar el peróxido de hidrógeno 

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

 

 
Figura 83. Esquema del microscopio electroquímico de barrido para detectar el peróxido de hidrógeno producido por 
la multicapa. 

 

La punta (representada en color verde) se posicionó a una distancia de micrones de la 

superficie del electrodo y se conectó a 1.2V respecto de la referencia, mientras que el 

potencial en el sustrato fue barrido en el rango usual de las voltametrías cíclicas 

mostradas (de 0.45V a 0.1V). Todos los componentes se encuentran sumergidos en el 

buffer de medida estándar. En este modo de operación, el microscopio permite medir en 

paralelo las corrientes del sustrato y de la punta en función del potencial del sustrato. 

En la  Figura 84  y Figura 85  se muestran las corrientes de la punta y sustrato en función 

del voltaje del sustrato y en función del tiempo, respectivamente:  

                                                      
257 Eckhard K, Schuhmann W. Electrochim. Acta 2007, 53 (3), 1164–1169 
258 Evans SAG, Brakha K, Billon M, Mailley P, Denuault G. Electrochem. Commun. 2005, 7 (2), 135–140 
259 Jenkins PA, Boland S, Kavanagh P, Leech D. Bioelectrochemistry 2009, 76 (1-2), 162–168 
260 Barriere F, Ferry Y, Rochefort D, Leech D. Electrochem. Commun. 2004, 6 (3), 237–241. 
261 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 función del potencial del sustrato. En negro: 
corriente de oxidación de H2O2 en la punta (1.2V) luego de sustraer la línea de base. Para un sustrato: Au-MPS-
Lac6/PAH-Os7 . Velocidad de barrido: 5mVs

-1
. Buffer de medida: buffer acetato 0.1 M de pH 4.7 y 0.2 M KNO3. Presión 

parcial de oxígeno: 1. 
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Figura 85. En rojo: Corriente del sustrato en función del tiempo. Curva negra: corriente de oxidación de H2O2 en la 
punta (1.2V) en función del tiempo. Para el mismo sustrato de la Figura 84. Velocidad de barrido: 5mVs

-1
. Buffer de 

medida: buffer acetato 0.1 M de pH 4.7 y 0.2 M KNO3. Presión parcial de oxígeno: 1. En texto azul se señala el voltaje 
de sustrato aplicado entre los intervalos definidos por las líneas punteadas azules. 
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Hay que señalar 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 oxidación de H2O2 mientras 

procede la reducción de O2 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 reducción de oxígeno, hasta 0.1V cuando la actividad de 

reducción de oxígeno es máxima (todo el mediador está en estado Os(II)). En este caso, la 

corriente de oxidación de peróxido de hidrógeno en la punta sigue el transitorio de 

reducción de oxígeno mientras que decae cuando el potencial del electrodo vuelve a 

0.45V. 

Se debe subrayar que la reducción de O2 no ocurre en el electrodo de Oro subyacente a 

potenciales positivos a 0V. Tampoco puede ser reducido por PAH-Os(II) como se mostró 

en el capítulo 3. 

Para verificar que este peróxido de hidrógeno detectado sea de origen enzimático, se 

realizaron experimentos control empleando el mismo polímero redox pero en este caso 

en ausencia de enzima. Se fabricó el mismo electrodo de la Figura 84 remplazando la 

enzima por el polianión PAA (ácido poliacrílico). El resultado obtenido se muestra en la 

Figura 86, en donde se observa la ausencia de catálisis (○) y la ausencia de detección de 

peróxido de hidrógeno (○): 
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Figura 86. Corriente de sustrato (curva negra) y corriente de punta (curva azul) en simultáneo, para un electrodo con 
3 capas de PAH-Os sin Lacasa, es decir Au-MPS-(PAH-Os4/PAA3), en saturación de O2. El buffer de medida es acetato 
0.1M + 0.2M KNO3. 

 

En otro experimento control, se inhibió la actividad enzimática de la Lacasa mediante la 

adición de Azida Sódica (un reconocido inhibidor262 de esta enzima) bajo operación en 

                                                      
262 Johnson DL, Thompson JL, Brinkmann SM, Schuller KA, Martin LL.Biochemistry. 2003 Sep 2;42(34):10229-37.  
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Johnson%20DL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Thompson%20JL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brinkmann%20SM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schuller%20KA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martin%20LL%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Biochemistry.');
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estado estacionario y se registraron ambas corrientes. En la Figura 87 se muestra el 

resultado de dicho experimento: 
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Figura 87. Efecto de agregar 2µM de azida sódica a un electrodo Lac3/PAH-Os4  en una solución saturada de O2 de 
buffer acetato pH 4.7 0.1M + 0.2M KNO3 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 oxígeno biocatalitica y la corriente 

de punta de oxidación de peróxido de hidrógeno caen al agregar el inhibidor al buffer de 

medida. La disminución en la corriente de detección de peróxido cuando el biocátodo es 

inhibido por Azida Sódica (o aun por Cloruro, evidencia no mostrada) es una evidencia 

concluyente del origen biocatalítico del peróxido de hidrógeno durante la reducción de 

oxígeno catalizada por Lacasa y mediada por la especie Os(II). 
 

 

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 estudió la 

enzima proveniente del organismo Trametes Versicolor. 

En el capítulo 2 se presentan los resultados de la purificación de esta enzima y su 

caracterización mediante espectroscopía UV-Vis, MALDI-TOF y gel electroforesis SDS-

PAGE. 

La  caracterización electroquímica de electrodos preparados de la manera estándar, 

empleando esta enzima se presenta en esta sección. En particular, se han estudiado las 

curvas de polarización y las curvas de calibración. 
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En la Figura 88 A y B se muestran una voltametría cíclica típica y la curva de calibración 

para dicho sistema respectivamente:  
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Figura 88. A: Voltametría cíclica para 6  bicapas, a una rotación de 9Hz (curva roja) y en reposo (curva  negra) para 
una velocidad de barrido de v = 5mV sec

-1
 y en  0.1M buffer acetato de pH 4.7 y 0.2M KNO3. B: Curva de calibración 

para el sistema de la Figura 88 a una rotación de 9Hz  y condiciones de reposo para una velocidad de barrido de v = 
5mV sec

-1
 y en  0.1M buffer acetato de pH 4.7 y 0.2M KNO3. 

 

Se puede apreciar que los mismos efectos anómalos observados para la Lacasa de 

Trametes Trogii se observan también para los biocátodos preparados con esta enzima. 

Esto es indicativo de que el mecanismo planteado es un comportamiento general de las 

Lacasas.  

   

EVIDENCIA  ESPECTROSCÓPICA DE LA INHIBICIÓN POR PERÓXIDO 

Con el fin de obtener una mirada más profunda en la inhibición, en esta sección se 

presentan medidas de espectroscopía 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 T1. Como ya se explicó en el comienzo de este capítulo 

la absorbancia a 610nm indicará el estado de oxidación del Cobre T1, ya que este absorbe 

cuando se encuentra en estado Cu2+.  

Si se observa la banda a 610nm esto indicará que la enzima se encuentra oxidada, es 

decir, el T1 oxidado. Por otra parte si, luego de reducir a la enzima (esto se hace con ácido 

ascórbico), y burbujear con oxígeno, no se recupera la banda a 610nm esto indicará que 

la enzima se encuentra inhibida. 

En la primera figura (Figura 89), se muestra la reducción del T1 con acido ascórbico y la 

posterior recuperación de la absorbancia luego de la reoxidación del T1 por parte de 

oxígeno: 
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Figura 89.  Curva negra: Espectro UV-Vis de Lacasa oxidada. Curva  roja y verde: luego de ser reducida con Ácido 
Ascórbico. Curva azul: reoxidada mediante el burbujeo de  O2. 

 

En particular, en la  Figura 89, la Lacasa fue reducida mediante la adición de una cantidad 

equimolar de acido ascórbico, que es un sustrato de esta enzima y ha sido usado como tal 

en otros estudios263. Es interesante notar en esta Figura 89 que la enzima solo es 

reoxidada luego de burbujear la solución con O2, no siendo  suficiente el oxígeno disuelto 

en la solución para llevar a cabo esta reoxidación del Cu(1+)T1. Claramente en estas 

condiciones no se percibe inhibición enzimática, ya que fácilmente se logra la reoxidación 

del T1 mediante el burbujeo con O2. 

En la próxima figura se evalúa el efecto del agregado de una cantidad equimolar de NaF, 

un conocido inhibidor de esta enzima264: 

 

 

 

                                                      
263 Malkin R, Malmström BG, Vänngård T. Eur J Biochem. 1969 Sep;10(2):324-9. 
264Johnson DL, Thompson JL, Brinkmann SM, Schuller KA, Martin LL.Biochemistry. 2003 Sep 2;42(34):10229-37. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Malkin%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Malmstr%C3%B6m%20BG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22V%C3%A4nng%C3%A5rd%20T%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Eur%20J%20Biochem.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Johnson%20DL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Thompson%20JL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brinkmann%20SM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schuller%20KA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martin%20LL%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Biochemistry.');
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Figura 90. Efecto del agregado de una cantidad equimolar de NaF a la solución de Lacasa. Se puede observar la 
inhibición por Fluoruro  al no permitir este la reoxidación por parte del O2. 

 

Se sabe que el F- inhibe la Lacasa adsorbiéndose fuertemente al sitio T2
265, imposibilitando 

la reoxidación por parte del O2 al quedar bloqueado el sitio trinuclear T2/T3. En la Figura 

90 se observa efectivamente que, a diferencia de lo que ocurría en la Figura 89, el O2 no 

es capaz de reoxidar el T1 luego de su reducción con Ácido Ascórbico. 

En la Figura 91, habiendo probado indirectamente la inhibición con un conocido inhibidor 

como es el F- , se evaluó  de la misma manera  el efecto del peróxido de hidrógeno 

exógeno sobre la Lacasa: 

 

                                                      
265 Brändén R, Malmström BG, Vänngård T. Eur J Biochem. 1971 Jan;18(2):238-41. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Br%C3%A4nd%C3%A9n%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Malmstr%C3%B6m%20BG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22V%C3%A4nng%C3%A5rd%20T%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Eur%20J%20Biochem.');
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Figura 91. Efecto de agregar una cantidad equimolar de H2O2 a la solución de Lacasa. Se puede observar la inhibición 
por peróxido de hidrógeno al no permitir la completa reoxidación por parte de O2. 

 

Se puede ver en este caso, una inhibición por parte del peróxido de hidrógeno sobre la 

Lacasa ya que, luego de incubar la Lacasa reducida con una cantidad equimolar de 

peróxido de hidrógeno y burbujear con O2 durante el mismo tiempo que en el caso de la 

Figura 89 no se recupera totalmente la señal del T1 oxidado. Esto sugiere que el peróxido 

de hidrógeno se une al sitio T2/T3 de la enzima y que parte de este peróxido es desplazado 

por el O2 luego de burbujear con el mismo.  

Se ha reportado en la literatura que el agregado de peróxido de hidrógeno exógeno a la 

Lacasa nativa se une al átomo de Cobre T2 del cluster trinuclear y hasta puede desplazar el 

fluoruro adsorbido en ese sitio266. Solomon también investigó la unión del peróxido de 

hidrógeno exógeno para puentear los centros de Cu T2/T3
267,268. 

Los resultados presentados en esta última sección sustentan los resultados previos 

encontrados acerca de la inhibición enzimática por parte peróxido de hidrógeno y el 

menor efecto de esta inhibición a saturación de O2. 

  

COMPARACIÓN CON LA REDUCCIÓN SOBRE UN ELECTRODO DE 

PLATINO 

Para comparar este biocátodo con un cátodo de Platino, se realizó la reducción de 

oxígeno sobre un electrodo limpio de Platino y de área conocida. El resultado se muestra 

en la Figura 92 y se compara con el electrodo de Oro con 6 capas de Lacasa 

autoensambladas: 

                                                      
266 Branden R, Malmstron BG, Vanngard, T. Eur. J. Biochem. 1971, 18 (2), 238–241. 
267 Spirasolomon DJ, Solomon EI. J. Am. Chem. Soc. 1987, 109 (21), 6421–6432. 
268 Palmer AE, Randall DW, Xu F, Solomon EI. J. Am. Chem.Soc. 1999, 121 (30), 7138–7149. 
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Figura 92. Reducción de O2 en un electrodo Au-MPS-(PAHOs7-Lac6)  (curva roja) y sobre un electrodo de Pt limpio 
(curva negra). Ambas en saturación de O2. Las voltametrías se tomaron en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0.2M KNO3  
a 5mV.s

-1
.  

 

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 específica del 

biocátodo, en condiciones de convección forzada, si bien es menor que la del catodo de 

Pt, resulta considerable (≈Ϭ.ϯŵA.Đŵ-2) y el potencial es de 0.3V. Esto convierte este 

biocátodo en una opción a tener en cuenta para el diseño de una celda de 

biocombustible. En ese caso, y como ya se mencionó en la introducción de este Capitulo 

4, ese biocátodo presentaria tanto ventajas como desventajas por sobre el electrodo de 

Platino. Por un lado resulta una opción atractiva debido al menor costo del material 

empleado, pero por otro lado presenta las desventajas de poseer una menor vida útil 

debido a la disminución de actividad enzimática con el tiempo y una menor potencia 

entregada. 

Por otro lado, en este grafico, mediante la línea punteada azul, se muestra el valor de la 

corriente de Levich para una frecuencia de rotación de 9Hz tal cual fue calculada en la 

sección Indicios de una especie inhibidora (Capitulo 4A). Esta corriente es la que se 

esperaría del sistema, a esa velocidad de rotación, si el biocátodo no presentara 

limitaciones cinéticas, es decir si el sistema estuviera controlado por el transporte de 

masa (oxígeno). Al ser la corriente observada (0.3mA.cm-2) apreciablemente inferior a esa 

corriente difusiónal (2.25mA.cm-2) resulta evidente que el plateau observado en la curva 

roja es debido a las limitaciones cinéticas del biocátodo. Es decir que en esta región, en 

donde todo el Osmio se encuentra en estado Os(II), el paso controlante es la reacción del 

oxígeno con el cluster trinuclear enzimático. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Se encontró nueva evidencia experimental para biocátodos de O2 basados en multicapas 

de enzima Lacasa de Trametes Trogii cableada por un complejo de Osmio bajo 

condiciones de reposo. Las curvas de polarización mostraron un pico e histéresis en la 

reducción de O2 y las curvas de corriente catalítica en función de la concentración de 

oxígeno presentaron una forma anormal. Estos efectos son eliminados al agitar la 

solución 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 formación biocatalitica 

de peróxido de hidrógeno a partir de la reducción de oxígeno y su acumulación dentro de 

la película enzimática.  

El peróxido de hidrógeno fue detectado por SECM como  producto de la electroreducción 

de O2 catalizada por Lacasa y mediada por Os(II). Los experimentos de control mostraron 

que se forma peróxido de hidrógeno a potenciales donde el O2 no puede ser reducido en 

la superficie subyacente de Oro y tampoco puede ser reducido por la especie Os(II). La 

producción de H2O2 detectada por el ultramicroelectrodo del SECM sigue el mismo 

comportamiento e histéresis que la reducción enzimática de O2, mientras que la 

inhibición de la enzima por Azida Sódica cesa la producción de peróxido de hidrógeno. 

Si se agrega H2O2 al electrolito se observa una inhibición de la corriente catalítica, 

además,  es importante destacar que esa inhibición es reversible,  es decir, la actividad de 

Lacasa se recupera luego de burbujear oxígeno en la solución, desplazando el peróxido de 

hidrógeno.  El agregado de peróxido de hidrógeno a una solución Lacasa en aire también 

resulta en una inhibición de la actividad enzimática medida por ABTS. Este es el primer 

reporte de la acción inhibitoria del peróxido de hidrógeno exógeno sobre la Lacasa. 

Estos hallazgos han sido también observados para Lacasa de Trametes Versicolor, 

pudiendo suponerse que esta es una característica general de la enzima Lacasa y no 

solamente de la producida por estos dos hongos. 

Se asume que el desprendimiento de peróxido de hidrógeno del cluster trinuclear T2/T3 y 

su acumulación en la capa enzimática interferiría con el mecanismo de reducción de O2 

de cuatro electrones propuesto por Solomon269,270, ya que la adición de peróxido de 

hidrógeno a la solución desde afuera también inhibe la reacción. 

Parte del peróxido de hidrógeno producido biocataliticamente por la enzima se desorbe 

del sitio trinuclear por medio de un camino k5 (referirse a Figura 69). Se sugiere, a partir 

de las curvas de calibración para distinto grosor de película (Figura 77), que si la película 

es gruesa, esta dificulta la difusión del peróxido de hidrógeno hacia el electrolito y así el 

film autoensamblado atrapa y acumula peróxido de hidrógeno. Si la película es delgada el 

peróxido de hidrógeno difunde más fácilmente hacia el electrolito y el equilibrio 

)(22
,

)(22
65

solucion
kk

ads OHOH    se encuentra más desplazado hacia la derecha que en el 

                                                      
269 Solomon EI, Sundaram UM, Machonkin TE. Chem. ReV. 1996, 96 (7), 2563–2605. 
270 Solomon EI, 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 más parecido a una 

cinética de Michaelis-Menten en las curvas de calibración. 

También se sugiere el desplazamiento de ese equilibrio hacia la derecha por parte del 

oxígeno a partir de los experimentos realizados de espectroscopía UV-Vis del T1 en 

presencia y ausencia de peróxido de hidrógeno exógeno  a dos diferentes 

concentraciónes de oxígeno. 

En un trabajo reciente271 se reporta que la producción de peróxido de hidrógeno por 

electroreducción de oxígeno en el material de soporte del carbón causa desactivación de 

Lacasa. En esta tesis sin embargo se demostró que el peróxido de hidrógeno es formado a 

partir de la reducción enzimática del oxígeno.  

Esta nueva evidencia cinética presentada es de fundamental importancia para la 

operación de la mayoría de las celdas de combustible, las cuales operan bajo condiciones 

de reposo. La inhibición de Lacasa por peróxido de hidrógeno es de interés más 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 permitió descubrir diferencias entre las 

voltametrías en películas gruesas y películas delgadas que llevaron en última instancia a la 

detección del inhibidor peróxido de hidrógeno.  

Por ultimo, en cuanto a las posibles aplicaciones industriales de este sistema como 

biocátodo para celdas de biocombustible, se encontró que,  en condiciones de convección 

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 comparación con un cátodo de Pt. 

 
 

 

 

                                                      
271Shleev, Shumakovich G,Morozova O, Yaropolov A. FUEL CELLS 10, 2010, No. 4, 726–733 
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4B. BIOCÁTODO PARA CELDAS DE 

COMBUSTIBLE EMPLEANDO LACASA NO 

MEDIADA (TRANSFERENCIA ELECTRÓNICA 

DIRECTA) 
 

INTRODUCCIÓN 

El primer ejemplo de transferencia electrónica directa fue reportado por Tarasevich y col. 
272 usando una Lacasa de hongo de alto potencial (Polyporus Versicolor) adsorbida sobre 

negro de carbón. Desde entonces, se ha demostrado que diversos materiales de carbono  

permiten la adsorción de Lacasa y la comunicación directa con el T1 de la enzima. Se ha 

observado la voltametría del T1 bajo condiciones anoxicas, sobre grafito pirolitico273 y 

grafito coloidal superdisperso274, así también como ondas catalíticas de electroreducción 

de O2 sobre grafito pirolitico 275,276,277, negro de carbón278 , pirocarbon279 , aerogeles de 

carbono280,281 y grafito espectrográfico282,283,284,285. También se emplearon electrodos 

modificados con moléculas racionalmente elegidas para unir el bolsillo hidrofóbico del T1.  

Se mostró transferencia directa sobre fibras de carbono, carbono vítreo modificado con 

nanotubos de carbono286,287, y nanotubos de carbono modificados no covalentemente 

con derivados de celulosa 288 . 

Recientemente, Blanford y col. 289,290 emplearon una modificación covalente de 

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 

                                                      
272 Tarasevich MR,  Yaropolov AI, Bogdanovskaya VA, Varfolomeev SD. Bioelectrochem. Bioenerg., 1979, 6, 393–403. 
273 Thuesen MH, Farver O, Reinhammar B,  Ulstrup J. Acta Chem. Scand., 1998, 52, 555–562. 
274 Tarasevich MR,  Bogdanovskaya VA, Kapustin AV. Electrochem. Commun., 2003, 5, 491–496. 
275 Thuesen MH, Farver O, Reinhammar B, Ulstrup J. ActaChem. Scand., 1998, 52, 555–562. 
276 Lee CW,  Gray HB,  Anson FC, Malmstrom BF.J. Electroanal. Chem., 1984, 172, 289–300. 
277 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. 
279 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. 
281 Tsujimura S, Kamitaka Y, Kano K. Fuel Cells, 2007, 7,463–469. 
282 Shleev S, Jarosz-Wilkolazka A, Khalunina A, Morozova O,  Yaropolov A, Ruzgas T, Gorton L. Bioelectrochemistry, 
2005, 67, 115–124. 
283 Yaropolov AI, Kharybin AN,  Emneus J, MarkoVarga G, Gorton L. Bioelectrochem. Bioenerg., 1996, 40, 49–57. 
284 Shleev S, Nikitina O, Christenson A, Reimann CT, Yaropolov AI, Ruzgas T, Gorton L. Bioorg. Chem., 2007, 35, 35–49. 
285 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. 
286 Li X, Zhou H, Yu P, Su L, Ohsaka  T, Mao L. Electrochem.Commun., 2008, 10, 851–854. 
287 Zheng W, Zhou HM,  Zheng YF, Wang N. Chem. Phys. Lett., 2008, 457, 381–385. 
288  Zheng ,  Li QF, Su L,  Yan YM,  Zhang J, Mao LQ. Electroanalysis, 2006, 18, 587–594. 
289 Blanford, Heath RS, Armstrong FA. Chem. Commun., 2007, 1710–1712. 
290 Blanford 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 así poder unir el bolsillo 

del T1 para proveer transferencia electrónica eficiente con el sitio activo de la enzima. 

Además esta fuerte unión hidrofóbica retiene a la enzima en la superficie del electrodo y 

previene que esta se desorba. En ese trabajo, se encontró que las sales de diazonio 

derivadas del 2-aminoantraceno y 2-aminocriseno son las más efectivas para la 

estabilización de la Lacasa inmovilizada y para brindar contacto eléctrico, obteniéndose 

para ellas mayores densidades de corriente. También se mostró la transferencia directa 

de Lacasa covalentemente unida a electrodos modificados con aminofenil y aminofenol 
291. Bartlett y col.292 emplearon exitosamente monocapas de antraceno y antraquinona 

para inmovilizar la Lacasa sobre superficies de carbono. 

 

                                                      
291 Vaz-Dominguez C, Campuzano S, Rudiger O, Pita M, Gorbacheva M, Shleev S, Fernandez VM, De Lacey AL. Biosens. 

Bioelectron., 2008, 24, 531–537. 
292 Sosna M, Chrétien JM, Kilburn JD, Bartlett PN. Phys Chem Chem Phys. 2010 Sep 14;12(34):10018-26. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sosna%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chr%C3%A9tien%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kilburn%20JD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bartlett%20PN%22%5BAuthor%5D
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CARACTERIZACIÓN DEL ELECTRODO 

Microscopía electrónica de barrido (SEM)  

Se caracterizó el electrodo sin Lacasa,  mediante microscopía SEM, usando 5kV de voltaje 

de aceleración. Esto se muestra en la Figura 93: 

 

  
Figura 93. Imagen de microscopía SEM del carbono limpio.  

 

A partir de esta imagen se puede apreciar la naturaleza grafítica del carbón, ya que se 

oďseƌǀa uŶa ŵoƌfología de ͞Đopos͟ deďido a la naturaleza de las láminas de grafeno que 

lo componen. 

Espectroscopía de fotoemisión de electrones por Rayos-X (XPS) 

A fin de confirmar la presencia de la enzima sobre el electrodo, además de la evidencia 

electroquímica, se caracterizó el electrodo mediante espectroscopía  XPS. La Figura 94 

muestra espectros de XPS (medidos en colaboración con el Dr. Federico Williams, 

INQUIMAE, FCEyN-UBA) del electrodo antes y después de su modificación con Lacasa, tal  

como ha sido descripto en el Capítulo 2: 
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Figura 94. Espectros de XPS del electrodo de carbono modificada con Lacasa tal como se describe en el capítulo 2. 
Curvas azules: espectros del electrodo modificado con Lacasa. Curvas negras: espectros del electrodo control (sin 
modificación con Lacasa). A: Señal del Cu 2p. B: Señal para el N1s. 

 

La preparación de estos electrodos modificados con Lacasa y sus respectivos controles se 

encuentra detallada en el Capítulo 2 bajo el titulo Preparación de carbonos modificados 

para XPS. 

La Figura 94  A y B muestra los espectros XPS obtenidos con la muestra de Carbono 

espectroscópico 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 

región del nivel del Cu 2p y en ella se observa que el carbono modificado con Lacasa 

presenta señales de Cobre, que se pueden asociar a los átomos de Cobre presentes en la 

enzima. Esto resulta evidente ya que esta señal no está presente en el carbono sin Lacasa. 

Por otro lado, la parte B muestra la región del nivel N1s y se observa que solo existe señal 

en presencia de la enzima. 

A partir de los datos de cristalografía de difracción de Rayos X para la enzima Lacasa de 

Trametes Trogii (código PDB: 2HRH), se puede determinar la relación molar N: Cu. Existen 

4 átomos de cobre en la enzima (la cual está compuesta de 4076 átomos) y 640 átomos 

de Nitrógeno, por lo tanto dando una relación N:Cu de 160:1. 

Por otro lado, a partir de la cuantificación de los picos de las señales de XPS  de la Figura 

94 se obtiene relación 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 detección 

del cobre en la enzima Lacasa mediante la técnica XPS. En diversos estudios293,294,295 se 

                                                      
293 Rahman MA, Noh HB, Shim YB. Anal Chem. 2008 Nov 1;80(21):8020-7. 
294 Saarinenn T, Orelma H, Grönqvist S, Andberg M, Holappa S, Laine J. BioRes. 4(1), 94-110 (2009). 
295 Sosna 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 logró 

detectar cobre; en esos casos la señal de Nitrógeno fue usada como la huella digital de la 

enzima. 

  

REDUCCIÓN DE OXÍGENO 

En esta sección se presentan los datos de la electroreducción de oxígeno catalizada por la 

enzima Lacasa adsorbida sobre el electrodo. Se presentará primeramente la voltametría 

cíclica de este carbono no modificado, mostrando la reducción de oxígeno directamente 

sobre el electrodo, a continuación las voltametrías del carbono modificado con la enzima, 

y por último las curvas de calibración para este biocátodo de combustible por 

transferencia electrónica directa. 

 

El electrodo sin oxígeno 

Como se vio en la imagen de SEM, este electrodo presenta una área real mucho mayor  

que su área geométrica. Debido a esta gran área, este electrodo presenta una capacidad 

de doble capa muy alta; esto se observa en la Figura 95: 
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Figura 95. Voltametría cíclica del electrodo no modificado, en saturación de oxígeno. Las voltametrías son en buffer 
acetato 0.1M pH=4.7 + 0.2M KNO3  a 5mV.s

-1
. 

 

A partir de esta voltametría, es posible calcular el área del electrodo conociendo la 

capacidad por unidad de área del grafeno. El dato es importante ya que permitirá 

normalizar la corriente catalítica medida por el área de este electrodo, es decir, permitirá 

conocer la densidad de corriente de este biocátodo. Esto último es importante ya que 

permitirá comparar estos resultados con los del capítulo 4A y los de otros sistemas 

empleados como cátodos para celda de combustible (como por ejemplo electrodos de 

Platino). 
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El cálculo se realizó empleando una capacidad de 2µF.cm-2 296 para el grafeno y se 

presenta a continuación: 
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A partir de estos cálculos, se tiene que el área real del electrodo es de 5500cm2 mientras 

que el área geométrica de este electrodo es 1,77cm2. Por lo tanto el factor de rugosidad 

de este electrodo es de 3107.  

 

Reducción de oxígeno sobre el electrodo modificado con Lacasa 

Antes de estudiar la reducción de oxígeno mediada por Lacasa, se evaluó la reducción de 

oxígeno directamente sobre el electrodo de Carbono, es decir la reducción de oxígeno no 

catalizada enzimáticamente. A continuación se presentan los resultados de voltametría 

cíclica en saturación de O2, de la reducción de oxígeno antes y después de adsorber 

Lacasa al electrodo:  
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296 Randin JP, Yeager E. Journal of Electroanalytical Chemistry. Volume 36, Issue 2, May 1972, Pages 257-276. 
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Figura 96. Curva negra: reducción de O2 sobre el carbono limpio. Curva roja: la reducción sobre el mismo carbono 
funcionalizado con Lacasa. Las soluciones se saturaron con O2 burbujeando durante 10 min. Las voltametrías se 
tomaron en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0,2M KNO3. Velocidad de barrido 5mV.s

-1
. 

 

Se puede observar que la reducción de O2 para el carbono no modificado comienza en  -

0.05V. Además, como se puede apreciar, a partir del siguiente acercamiento, no ocurre 

reducción de O2 en la ventana  en estudio para el electrodo modificado (ventana de 

potencial de 0.1 a 0.7V): 
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Figura 97. Curva negra: voltametrías cíclicas en solución saturada con oxígeno del  carbono limpio. Curva roja: 

reducción del mismo carbono funcionalizado con Lacasa. Las soluciones se saturaron con O2 burbujeando durante 10 

min. Las voltametrías son en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0.2M KNO3. Velocidad de barrido 5mV.s
-1

. 

 

Como se dijo anteriormente, el comienzo de la reducción de oxígeno ocurre a -0.05V para 

el carbono limpio mientras que la reacción catalizada enzimáticamente empieza en 0.61V, 

clara indicación de la catálisis de la reacción de la reducción de oxígeno por la enzima. 

Comprobado esto, se procederá a estudiar esta electroreducción biocatalitica frente a 

distintas presionas parciales de oxígeno. 

 

Reducción de oxígeno a distintas presiones parciales de O2 

A continuación se determinaron las voltametrías cíclicas a distintas presiones parciales de 

oxígeno. Al igual que en el capítulo 4 se controló la presión parcial de oxígeno, pO2 

mezclando O2 y Ar empleando reguladoras de flujo con caudalimetros. Los resultados se 

presentan a continuación, en la Figura 98: 
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Figura 98. Reducción de O2 sobre el carbono funcionalizado con Lacasa a distintas presiones parciales de O2. Las 
voltametrías se midieron en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0,2M KNO3.Velocidad de barrido: 5mV.s

-1
. 

 

Se puede ver que, tal cual lo esperado, existe un aumento de la corriente catalítica a 

medida que se aumenta la presión parcial de O2.  

Si se resta la curva de presión parcial de oxígeno cero (pO2=0), es decir la línea de base, a 

las curvas anteriores y se normaliza por el area del electrodo, se obtienen las siguientes 

voltametrías: 
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Figura 99. Reducción de O2 sobre el carbono funcionalizado con Lacasa a distintas presiones parciales de O2 luego de  
restar la línea de base (el mismo electrodo a presión parcial de oxígeno 0). Las voltametrías son en buffer acetato 
0.1M pH=4.7 + 0.2M KNO3  a 5mV.s

-1. “e señalaŶ  ĐoŶ ƌeĐuadƌos puŶteados dos ƌegioŶes ͞A͟ Ǉ ͞B͟ Ƌue ĐoƌƌespoŶdeŶ 
a situaciones con diferentes pasos limitantes. 

 

Resulta interesante, en este punto realizar un análisis más a fondo de las formas de estas 

conjunto de voltametrías a distintas presiones parciales.  



148 
 

Se  pueden distinguir claramente dos regiones: una región etiquetada en la figura como 

͞A͟ eŶ  la que se observa que la corriente crece linealmente con el potencial y que 

además no depende de la concentración de O2. La otƌa es la ƌegióŶ ͞B͟ eŶ la que la 

corriente catalítica prácticamente no depende del potencial y además muestra 

dependencia con la concentración de oxígeno. Esto indica que el paso limitante en la 

región A es la transferencia de carga, mientras que en la región B, es la reacción del 

oxígeno con el cluster trinuclear. Se pueden escribir las ecuaciónes que describen este 

mecanismo como: 

 

OH/TTO 3)

/TT)(TCu 2)

 )(TCu)(TCu(M)e 1)

2322

321
1

1
1

1
2-









 

 

Como se dijo anteriormente el paso controlante de la velocidad  en la región A es la 

transferencia electrónica entre el electrodo y el sitio Cu2+(T1), es por eso que la corriente 

no depende de la concentración de oxígeno; en cambio cuando se llega a la región B esa 

reacción de transferencia de carga es tan rápida que el paso controlante pasa a ser ahora 

la reacción 3, es decir, la reacción del oxígeno molecular con el cluster trinuclear.  

Existe otro efecto que es interesante mencionar de estas gráficas. Si se miran las curvas 

(sobre todo a altas concentraciónes de oxígeno) no existe un claro plateau en la corriente 

catalítica. En la región B, como no limita más 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 voltametrías presentan una clara pendiente. Esto ha sido 

observado en todas las curvas electrocatalíticas de reducción de O2 con Lacasa pero no ha 

sido explicado aún. Armstrong297 hipotetiza que esto es debido a que hay una población 

de enzimas en diferentes orientaciones sobre el electrodo, y las que se encuentran con el 

sitio T1 más alejado de la superficie solo son accesibles a mayores potenciales. Sin 

embargo esto es solo una hipótesis que no ha sido demostrada y ni siquiera explica 

porque este fenómeno no ocurre a bajas concentraciónes de O2. Otra posibilidad que se 

plantea en esta tesis es que este efecto se deba a la reducción sobre el electrodo de 

peróxido de hidrógeno producido por la enzima. Además, a mayor concentración de O2 se 

desplazaría mayor cantidad de H2O2 y se produciría mayor corriente reductiva en total; 

esta hipótesis explicaría porque el efecto es notorio a altas concentraciónes de O2. 

 

Por otro lado, también hay que centrar la atención al comienzo de la reducción de 

oxígeno en este caso de biocatalisis directa de reducción de O2: en estas condiciones, a 

pH=4.7,  se observa que el electrodo comienza a reducir oxígeno a 0.61V vs. Ag/AgCl. 

Mediante un simple cálculo se puede saber a qué potencial termodinámico corresponde, 

esto es el potencial a pH=0 y referido al electrodo estándar de hidrógeno: 

 

                                                      
297 Blanford CF, Heath RS, Armstrong FA. Chem. Commun. 2007, 1710–1712. 
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Se ve que entonces la Lacasa reduce oxígeno a un potencial de 1.115V, un valor muy 

cercano al potencial termodinámico de reducción de oxígeno a agua de 1.23V. Esto 

confirma la facilidad con que esta enzima reduce oxígeno. Como ya se mencionó, este es 

el valor más alto de potencial que se obtiene para la RRO con cualquier sistema estudiado 

para cátodos de celdas de combustible, sea con un catalizador metálico o biológico. 

Es muy importante destacar que estas mediciones (corriente catalítica en función de la 

presión parcial de oxígeno y las curvas de calibración 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 calibración con transferencia 

electrónica directa de Lacasa. 

 

INHIBICIÓN DE LA CATALISIS CON PERÓXIDO Y FLUORURO 

Se estudió la inhibición por peróxido de hidrógeno de este electrodo. En este caso no se 

pudo agregar peróxido de hidrógeno exógeno a la solución ya que este es reducido sobre 

el electrodo, en la ventana de potencial usada. Así, se incubó el electrodo modificado con 

Lacasa en una solución 15µM de peróxido de hidrógeno durante 15 minutos, luego se 

enjuagó con abundante agua para  eliminar el peróxido de hidrógeno que no está 

adsorbido al cluster trinuclear) y se registró la voltametría. Esto se muestra en la Figura 

100: 
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Figura 100. Se incubó el electrodo durante 15 min en una solución 15mM de H2O2, se enjuagó el electrodo y se midió 
la curva roja. Luego se incubó el electrodo en una solución de buffer saturado en O2 durante 15 min. y se midió la 
curva verde. Las voltametrías son en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0,2M KNO3  a 5mV.s

-1
.  
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Se observa una caída del 24%  en la corriente catalítica luego de incubar con peróxido de 

hidrógeno y esta corriente se recupera a un 88.4%  de la corriente inicial. Esto está en 

concordancia con el experimento de la Figura 91 del capítulo 4 el que mostraba mediante 

espectroscopía UV-Vis la inhibición del peróxido de hidrógeno sobre la Lacasa y la 

posterior recuperación parcial al retirar el electrodo, burbujear  O2  y luego volver a medir.  

Es importante destacar que el mismo electrodo luego fue medido a  presión parcial pO2=1  

y se observa la recuperación al 100%  de la corriente catalítica inicial. Esto es importante 

porque indica que la incubación con 15µM de peróxido de hidrógeno no produce 

desnaturalización de la enzima. 

Si se burbujea 15 minutos y se vuelve a medir a pO2=0.4, como se hizo en la Figura 100, se 

produce biocataliticamente nuevo peróxido de hidrógeno que, a esa presión parcial, no 

podrá ser desplazado totalmente. En cambio, si se mide a pO2=1, el equilibrio: H2O2(ads) 

↔H2O2(solución)  se encuentra en todo momento desplazado completamente a la derecha. 

 

También se estudió, a modo de comparación, el efecto del F-, un conocido inhibidor de 

esta enzima. Este resultado se muestra en la Figura 101: 
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Figura 101. Voltametrías cíclicas en saturación de O2 mostrando la inhibición por Fluoruro y la parcial recuperación de 
la actividad al desplazar el fluoruro con peróxido de hidrógeno. 

 

Se observa en la Figura 101 la inhibición total de la corriente catalítica (ya que cae al 

mismo valor que con pO2=0) luego de incubar el electrodo con una cantidad 15µM de 

NaF. Es de notar que estas voltametrías fueron medidas a pO2=1 de modo tal que, en 

concordancia con el resultado de la Figura 90 (Sección: Evidencia espectroscópica de 

inhibición por peróxido de hidrógeno del  Capítulo 4A) el O2 no es capaz de desplazar el 

fluoruro del sitio activo. Sin embargo, luego de incubar este mismo electrodo con una 

solución equimolar de peróxido de hidrógeno, se logra una recuperación parcial de la 
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corriente catalítica. Vänngård y col. ya habían mostrado en el año 1971 298 la afinidad del 

peróxido de hidrógeno por el sitio T2 de la Lacasa y el desplazamiento parcial del F- por 

parte del peróxido de hidrógeno; resultado que concuerda con lo mostrado en esta Figura 

101.  

 

CURVAS DE CALIBRACIÓN 

Luego de haber comprobado la inhibición de la reacción enzimática por peróxido de 

hidrógeno en este biocátodo, se presentan en esta sección las curvas de calibración para 

dicho biocátodo. La Figura 102 muestra la curva de calibración tomada a 0.1V para los 

datos de la Figura 99: 
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Figura 102. Curva de calibración tomada a 0.1V para los datos de la Figura 98 luego de restar la línea de base (curva 
de pO2=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 carbón, y pulido con lijas de grano 600 y 1200. La curva de calibración 

medida de esta manera y tomada también a 0.1V y la anterior curva de calibración se 

presentan en la Figura 103: 

                                                      
298  Brändén R, Malmström BG, Vänngård T.Eur J Biochem. 1971 Jan; 18(2):238-41. 
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Figura 103. Curva negra: Curvas de calibración tomadas a 0.1V para el electrodo de carbono sin pulir. Curva roja: 
Curva de calibración 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 KNO3  a 5mV.s

-1
. 

 

En la curva negra se vuelve a observar el comportamiento sigmoideo. A 0.1V  donde está 

tomada esta curva de calibración, el comportamiento debería ser Michaeliano.  Es 

interesante en cambio, observar que cuando el mismo electrodo es incluido en un 

electrodo rotatorio y pulido, la curva de calibración tiene un comportamiento 

Michaeliano. Este comportamiento es igual al observado en la Figura 78 del capítulo 4A la 

que mostraba las curvas de calibración para una película delgada y gruesa: el sistema 

delgado tenía un comportamiento Michaeliano mientras que el sistema grueso tenía un 

comportamiento sigmoideo debido a la acumulación de peróxido de hidrógeno. En este 

caso del capitulo 4B se sugiere que el electrodo sin pulir, el que es más ͞poroso͟ ;se 
comprobó mediante las correspondientes medidas de corriente capacitiva que el factor 

de rugosidad es efectivamente mayor) que el electrodo pulido, favorece la retención y 

acumuluación de peróxido. 

 

COMPARACIÓN CON LA REDUCCIÓN SOBRE UN ELECTRODO DE 

PLATINO 

Para comparar este biocátodo con un cátodo de Platino, se realizó la reducción de 

oxígeno sobre un electrodo limpio de Platino y de área 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. Reducción de O2 sobre el carbono funcionalizado con Lacasa (curva roja) y sobre un electrodo de Pt limpio 
(curva negra). Ambas en saturación de O2. Las voltametrías se tomaron en buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0.2M KNO3  
a 5mV.s

-1
. Notar que la densidad de corriente es 4 órdenes de magnitud mayor para el electrodo de Platino.  

 

Se puede notar que la densidad de corriente es ≈ϭϬ4 veces mayor en el electrodo de 

Platino que para el electrodo con Lacasa. Sin embargo la caída del potencial es ≈2 veces 

mayor con el  carbono modificado enzimáticamente. 

Como se ve, en el electrodo enzimático, si bien se comienza a reducir oxígeno 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 específica para el cátodo 

enzimático es pequeñísima (nA.cm-2) pero al tener el electrodo de carbono tanta área real 

es posible la observacion  de la electroreducción catalítica de oxígeno. 

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 diseño de la 

celda de combustible es la cantidad de potencia a entregar, claramente la opción a seguir 

es la del electrodo de Platino. Basados en que la corriente en este ultimo es  104 veces 

mayor y el voltaje es 2 veces menor, la comparación entre estos dos sistemas daría que la 

potencia entregada en el caso del catodo de Platino es  ≈ϱ ǆ ϭϬ3 veces mayor que la 

entregada por el biocátodo. 

Se suele hacer mucho énfasis en la literatura en las bondades de este sistema de 

biocátodo por su alto potencial de reducción de oxígeno. Sin embargo, y como pone en 

evidencia este gráfico, ese análisis resulta incompleto ya que el poseer estos biocatodos 

tan baja actividad especifica (del orden de los nA.cm-2) 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 realizó la comparación entre el sistema enzimático mediado y 

este mismo cátodo de Platino (comparación que se realizó en la parte A de este capitulo) 

se observó que en ese caso la situación era bien distinta al ser la actividad especifica del 

biocátodo de 0.3mA.cm-2. 

 

COMPARACIÓN ENTRE  SISTEMA MEDIADO Y NO MEDIADO 

A este punto, habiendo estudiado ambas estrategias de biocátodo empleando la enzima 

Lacasa, es decir el sistema mediado y el sistema de transferencia electrónica directa, 

resulta interesante realizar una comparación entre ambos. La Figura 105 muestra una 

comparación entre las corrientes catalíticas de ambos sistemas, ambas a saturación de 

oxígeno:  
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Figura 105. Densidades de corriente de electroreducción O2 catalítica 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 saturación de O2 y buffer acetato 0.1M pH=4.7 + 0,2M KNO3  a 5mV.s

-1
. 

 

La densidad de corriente resulta ser entre 3 y 4 ordenes de magnitud veces mayor en el 

biocátodo con mediador. 

En cuanto a la comparación de las formas de ambas voltametrías, esto tiene que ver con 

los distintos mecanismos en uno y otro sistema. En el sistema mediado, la concentración 

de sustrato, Os(III), está fijada por el potencial, de acuerdo a la ecuación de Nernst, de 

manera que en ese caso se tiene un plateau en la corriente catalítica a potenciales muy 

oxidantes ya que por más que se aumente el potencial se satura la cantidad de Os(III) que 

se puede tener en la multicapa. En el caso de la enzima no mediada, el plateau debería 

existir ya que en esa región el paso controlante es la cinética entre el oxígeno y el cluster 

(esta reacción no depende del potencial)  y no la transferencia de carga (reacción 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 explicó en la introducción del Capítulo 4, la fuerza impulsora 

de la reacción es la diferencia de potencial entre el sitio activo y el mediador.  

 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

En este trabajo se estudió la transferencia directa de Lacasa sobre superficies de carbono 

grafitico (carbono espectrografico). La voltametría en medio ácido en condiciones 

anaeróbicas muestra una ausencia de pico voltamétrico en el potencial del T1, revelando 

una gran corriente capacitiva aun a bajas velocidades de barrido (de 5mVs-1). En 

condiciones de saturación de oxígeno en cambio, se desarrolla una clara onda catalítica 

observándose el comienzo de la reducción de oxígeno en 0.61V vs Ag/AgCl. Este potencial  

corresponde a un potencial termodinámico de 1.155V, confirmando el bajo 

sobrepotencial de la RRO cuando esta es catalizada por Lacasa. 

Las curvas de calibración para este biocátodo mostraron un comportamiento sigmoideo 

para el caso de un electrodo altamente rugoso. En cambio cuando se empleó un 

electrodo rotatorio del mismo material pulido, se observó  un comportamiento 

Michaeliano en las curvas de calibración. Este resultado coincide con el del  sistema 

mediado en el que se observa un comportamiento Michaeliano para el caso  de película 

delgada y sigmoideo para el caso de película gruesa. Esto sugiere que las arquitecturas 

altamente rugosas o películas gruesas favorecen la acumulación y retención de peróxido 

de hidrógeno. 

Se demostró también en este caso la inhibición de la actividad catalítica por parte de 

peróxido de hidrógeno incubando el carbono modificado con una solución 15µM de dicho 

peróxido. Se comprobó asimismo la inhibición por fluoruro y el desplazamiento parcial de 

éste por peróxido de hidrógeno, confirmando los resultados electroquímicos y de 

espectroscopía UV-Vis del capítulo 4A. 

Este estudio de transferencia directa de Lacasa resulta ser el primero en mostrar curvas 

de calibración. Las curvas de calibración son fundamentales al momento de realizar 

estudios de electrocatálisis y completan el análisis. Son estas curvas de calibración, 

juntamente con los voltamogramas a diferentes presiones parciales de oxígeno, las que  

muestran los indicios de la especie inhibidora.  

Además, es muy importante recalcar que este trabajo constituye el primer reporte de  

detección del cobre enzimático de la Lacasa sobre una superficie, mediante un equipo de  

XPS. 

Por otro lado, y observando la comparación mostrada en la Figura 104, se debe destacar 

la importancia de la baja actividad especifica obtenida con este biocátodo. En la literatura 
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se suele hacer mucho hincapié en las bondades de este sistema de biocátodo sin 

mediador por su alto potencial de reducción de oxígeno. Sin embargo, y como pone en 

evidencia ese gráfico, ese análisis resulta incompleto ya que al poseer estos biocatodos 

tan baja actividad especifica(del orden de los nA.cm-2) 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 comparación con el biocátodo 

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 ÚLTIMA CAPA EN 

ELECTRODOS ENZIMÁTICOS 
En este capitulo se describe y analiza el efecto producido por la naturaleza y carga de la 

ultima capa sobre los electrodos enzimáticos. 

Se sabe,  como ya se mencionó previamente, que la propagación de carga redox dentro 

de un autoensamblado capa por capa electroactivo ocurre por salto de electrones con un 

cierto coeficiente de difusión (que puede ser estimado a partir de los experimentos de 

impedancia electroquímica).  Existen evidencias previas acerca de importantes efectos de 

la carga y naturaleza de la ultima capa en estas estructuras nanométricas conteniendo 

polielectrolitos redox (como  PAH-Os).  En particular, la adsorción de una polianión en la 

última capa genera un impedimento en el fenómeno de salto de electrones (electron 

hopping) que resulta en una disminución de 3 órdenes de magnitud en el coeficiente de 

difusión electrónico. Este efecto no había sido estudiado anteriormente en electrodos 

enzimáticos. En este capitulo se extendió ese estudio a electrodos enzimáticos que 

emplean PAH-Os.  

Ademas, existe un efecto importante en la catálisis dependiendo de si la última capa es la 

enzima o el polímero redox. 

Se analizan en el presente capítulo estos dos efectos, en dos tipos distintos de electrodos 

enzimáticos: un electrodo de electroxidación biocatalítica de glucosa empleando la 

enzima Glucosa Oxidasa y un electrodo de electroreduccion biocatalítica de oxígeno, 

empleando Lacasa (el mismo que ha sido estudiado como biocátodo de celdas de 

combustible). 

Se emplearon distintas técnicas para la caracterización: Voltametria cíclica en presencia y 

ausencia de sustrato, Microbalanza de cristal de Cuarzo, Elipsometria e  Impedancia 

Electroquímica. 

 

ANTECEDENTES 

En su trabajo, Hodak y col.299 reportaron que la propiedad de multicapas modificadas con 

Polialilamina-Ferroceno dependían significativamente del número de capas, mostrando 

una disminución en la carga redox para las multicapas terminadas en GOx que tiene una 

carga negativa. 

Previamente se mostró  que al agregar una sola capa de PAH-Os sobre GOx, la respuesta 

catalítica aumenta significativamente y la cantidad de enzima cableada aumenta de 2.1 a 

24%  sobre la cantidad total de enzima300. Anzai y Col. 301 demostraron en 2003 que las 

                                                      
299 Hodak J, Etchenique R, Calvo EJ, Singhal S,  Bartlett PN. Langmuir, 1997, 13, 2708–2716. 
300 Calvo EJ, Battaglini F, Danilowicz C, Wolosiuk A, Otero M. Faraday Discuss. 2000, 116, 47–65. 
301 Liu AH, Anzai J. Langmuir 2003, 19, 4043–4046. 
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propiedades redox de multicapas conteniendo polielectrolitos con ferroceno  dependen 

de la última capa depositada aun si estas últimas capas no contienen sitios redox. 

Comparando entre PAH (Polialilamina)  y PVS (Polivinilsulfato) como última capa, 

demostraron que la carga redox y el potencial redox aparente varían dependiendo de la 

naturaleza de la última capa. Obtuvieron densidades de cargas menores para las películas 

terminadas en PVS y este efecto fue observado en multicapas delgadas y gruesas.  

Xie y Granick302 reportaron que el equilibrio de disociación del Ácido Poli-Metaacrílico 

dentro de las multicapas depende significativamente de la polaridad del polielectrolito en 

la última capa. 

El grupo del Dr. Ernesto Calvo demostró303, con construcciones de polielectrolitos (sin 

usar enzimas), mediante espectroscopía de impedancia electroquímica, que los films 

terminados en polianiones exhiben un impedimento para la reversibilidad redox si se los  

compara con films terminados en policationes y además este efecto es anulado 

completamente a alta fuerza iónica. En otras palabras, la capa de polianión impide la 

reversibilidad redox sin que haya pérdida física de los centros redox.  

Un análisis de gráficos trompeta de voltametrías cíclicas (graficas de corriente 

normalizada en función del logaritmo de la velocidad de barrido) mostró que la adsorción 

de polianiones en la última capa afecta la habilidad de los sitios redox de intercambiar 

electrones, resultando en una disminución del coeficiente de difusión en tres órdenes de 

magnitud304. 

 

EL EFECTO DE UN POLIANIÓN COMO ÚLTIMA CAPA 

Caracterización mediante voltametrías cíclicas en presencia y ausencia de 

sustrato 

Se estudió el efecto que tiene una capa adicional de PVS sobre la cinética redox y el 

comportamiento electrocatalítico. Estos resultados se muestran en las voltametrías de la 

Figura 106 (medido en colaboración con el Dr. Mario Tagliazucchi) para los dos electrodos 

enzimáticos:  

                                                      
302 Xie AF, Granick S. J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 3175–3176. 
303 Tagliazucchi ME, Calvo EJ. J. Electroanal. Chem., 2007, 599, 249–259. 
304 Tagliazucchi ME, Calvo EJ. ChemPhysChem, 2010, DOI: 10.1002/cphc.201000172. 
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Figura 106. A: Ondas de corriente catalítica en función de  potencial para PAH-Os/GOx terminada en PAH-Os y PVS. B: 
Ídem para PAH-Os/Lac. Los experimentos se realizaron en buffer TRIS 20mM pH 7.5, KNO3 (I=0.2 M), [glucosa]=50 
mM para GOx/PAH-Os y buffer HAcO/NaAcO  100mM  pH 4.7, KNO3 (I = 0.2 M), pO2 = 1 atm usando un electrodo 
rotatorio (9Hz) para Lac/PAH-Os. Velocidad de barrido 5mVs

-1
. 

 

Esto muestra que la inmersión de las multicapas con GOx y Lac terminadas en PAH-Os en 

soluciones de polianión (PVS) resulta en una abrupta disminución de la corriente 

catalítica. Por lo tanto, en ambos casos, el polielectrolito lineal negativamente cargado 

tiene un fuerte efecto de inhibición. 

Por otro lado, la Figura 107 (medida también en colaboración con el Dr. Mario 

Tagliazucchi) muestra voltamogramas en ausencia de sustrato antes y después de agregar 

una capa extra de PVS sobre una película enzimática terminado en PAH-Os: 
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Figura 107. Voltametría cíclica 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

-1
 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, KNO3 (I=0.2 M) para GOx/PAH-Os y 
buffer HAcO/NaAcO  100mM  pH 4.7, KNO3 (I = 0.2 M), pO2 = 0 atm para Lac/PAH-Os. 

 

Se puede observar una abrupta caída en la carga redox (sitios de Osmio 

electroquímicamente interrogables) y un aumento en la separación de picos para las 

multicapas de Lacasa y GOx. La Figura 107 B muestra que al aumentar la fuerza iónica de 

0.2M a 2M en el caso de la película terminada en PVS, hay una recuperación casi 

completa de la carga redox. Esto pone en evidencia que no existe desorción del polímero 

redox PAH-Os durante la adsorción de PVS, este hecho fue confirmado por QCM.  

El resultado de la Figura 107 es consistente con la completa ausencia de actividad 

catalítica de los electrodos terminados en PVS mostrada en la Figura 106.  

 

Caracterización mediante Impedancia Electroquímica 

Hodak y col. 305 desĐƌiďieƌoŶ uŶ efeĐto ͞dieŶte de sieƌƌa͟ en la carga redox observada en 

ausencia de glucosa para el sistema GOx/PAH- Ferroceno, con una caída en la carga redox 

luego de la adsorción de la enzima aniónica. Esta caída observada en la carga, la que se 

recupera luego de adsorber el policatión (independiente de si es un policatión 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 

electroquímica en ausencia de sustrato, los cuales se muestran en la Figura 108 (medida 

realizada en colaboración con el Dr. Mario Tagliazucchi): 
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305 Hodak J, Etchenique R,  Calvo EJ, Singhal K, Bartlett PN. Langmuir, 1997, 13, 2708–2716. 
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Figura 108. Variación de  Y´´-1 

 en función de log10 (f) para films PAH-Osm/GOxn (A)  y  PAH-Osm/Lacn (B). El número a 
la izquierda de cada curva es el número total de pasos de adsorción(n+m). Los recuadros muestran la capacitancia a 
baja frecuencia (f = 0.1 Hz) en función del número de capas. Estos espectros de impedancia se adquirieron a E = E

0,app
  

en 20 mM buffer TRIS pH 7.5, I=0.2M(KNO3) para PAH-Os/GOx y 0.1M HAcO/NaAcO buffer pH 4.7, I = 0.2 M (KNO3) 
en atmosfera de  Ar para PAH-Os/Lacasa. 

 

Los resultados obtenidos con impedancia electroquímica para PAH-Os/GOx y PAH-Os/Lac 

muestran la capacidad del electrodo en función del logaritmo de la frecuencia del 

potencial alterno de perturbación. La capacidad fue calculada como Y´´/ donde  Y´´ es la 

parte imaginaria de la impedancia al potencial redox aparente de la cupla Os(II)/Os(III) 

(que varia debido al potencial Donnan306). Para electrodos no redox, como es el caso de 

electrodos autoensamblados sobre Au-MPS, la única contribución a la capacidad surge de 

procesos no faradaicos (carga de doble capa) y entonces la capacitancia es independiente 

de la frecuencia, o sea Y´´/=CDL  donde CDL es la capacidad de la doble capa. Los 

electrodos con al menos una capa de PAH-Os ya muestran una contribución adicional a la 

capacidad del electrodo dada por la  oxidación/reducción 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 película307. La reacción redox dentro de la película se comporta como 

un proceso difusional Ǉ poƌ lo taŶto eŶ uŶ eǆpeƌiŵeŶto ĐoŶ uŶ tieŵpo ĐaƌaĐteƌístiĐo  τ 
=1/f solo aquellos sitios que se encuentren a una distancia de (2Dapp.τͿ1/2  del electrodo 

pueden ser interrogados electroquímicamente. Esto implica que a frecuencias muy altas 

(mayores que las mostradas en la Figura 108), la única contribución a la capacidad del 

electrodo es CDL y por lo tanto todas las curvas deberían converger. A frecuencias más 

bajas la onda de difusión tiene mayor penetración  dentro de la película 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 difusión alcanza la interfaz electrolito/película, se observa 

una capacidad constante Y´´/≈CDL+CREDOX donde CREDOX es la capacidad redox relacionada 

con el número de sitios de Osmio por unidad de área ;ȳOs) según: 

RT

AF
C Os

REDOX 4

2   

 

La curva para 5 capas en la Figura 108 A, (PAH-Os/GOx)2-PAH-Os, sigue esta descripción 

ideal. A partir de la frecuencia a la que la curvatura de la curva cambia (ftr≈Ϭ.ϯHz, la 
frecuencia en la que la onda de difusión alcanza la interface solución/película) y del 

espesor de la película d, se puede estimar un coeficiente de difusión como: 
1210

tr
2

app scm 102/2fdD   

 

Este es muy similar al observado para las multicapas PAH-Os/PVS terminadas en PAH-Os 
308,309,310.  La comparación de las curvas de 1 y 3 capas, en la Figura 108 A, muestra que la 

frecuencia de transición se desplaza a valores mayores cuando se disminuye el espesor de 

la película, tal como se espera a partir de ftr=2Dapp/d2. Desafortunadamente, este 

comportamiento ideal no se observa  en otros espectros en la figura ya que CDL y CREDOX 

no son capacidades ideales.  

Una característica interesante observada en la Figura 108 es que los films terminados con 

PAH-Os (número impar de capas) muestran sistemáticamente una capacidad más 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 adsorción enzimática. El 

efecto ha sido previamente reportado para películas PAH-Os/polianión y fue adjudicado a 

una disminución en el coeficiente de difusión por salto de electrones para films 

terminados en polianión311. Cabe también mencionar que el efecto es menos marcado 

para enzimas que para polianiones sintéticos lineales tales como PVS y es más 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 observación  de que el efecto 

es anulado con alta la fuerza iónica.  

 

Caracterización mediante Gráficos de Trompeta 

Las Figura 109 y Figura 110 (ambas medidas en colaboración con el Dr. Mario 

Tagliazucchi) muestran la dependencia de la posición de los picos anódico y catódico con 

la velocidad de barrido para multicapas  terminadas en PAH-Os y PVS: 

                                                      
308 Tagliazucchi ME, Calvo EJ. ChemPhysChem, 2010, DOI: 10.1002/cphc.201000172. 
309 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 109. A: Dependencia de la posición de los picos anódico y catódico con la velocidad de barrido. B: Dependencia 
de la corriente de pico con  la velocidad de barrido. Para la oxidación y reducción de multicapas PAH-Os/Lac 
terminadas en PAH-Os. Las mediciones se llevaron a cabo en 0.1MHAcO/NaAcO buffer pH 4.7, I = 0.2 M (KNO3) bajo 
Ar. Las líneas solidas muestran el mejor ajuste con el modelo de difusión descripto previamente. 

 

 

Figura 110. Dependencia de la posición del pico de potencial con la velocidad de barrido (A) y del corriente pico 
normalizada por la velocidad de barrido (B) para la oxidación y reducción de multicapas PAH-Os/Lac terminadas en 
PVS. Las mediciones se llevaron a cabo en 0.1MHAcO/NaAcO buffer pH 4.7, I = 0.2 M (KNO3) bajo Ar. Las líneas 
solidas muestran el mejor ajuste con el modelo de difusión descripto previamente. 

 

La separación de picos con la velocidad de barrido, en el caso de la película terminada con 

capa positiva, es prácticamente nula en el límite 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 separación de picos, tal como se espera a partir del modelo de 

Laviron312,313 para un proceso limitado por difusión. Por otro lado, la película terminada 

en PVS exhibe una separación de picos importante aún para la velocidad de barrido más 

                                                      
312 Laviron E. J. Electroanal. Chem. Interfacial Electrochem., 1980, 112, 1–9. 
313 Laviron E, Roullier L, Degrand C. J. Electroanal. Chem. Interfacial Electrochem., 1980, 112, 11–23. 

0,01 0,1 1 10 100
0,20

0,25

0,30

0,35

0,40
(PAH-Os

7
/Lac

6
)-PVS

E
p
 /
 V

v / V.s
-1

A

0,01 0,1 1 10 100

-400

-200

0

200

400

  
ip

 /
 v

  
 /

 
F

.c
m

-2

(PAH-Os
7
/Lac

6
)-PVS

v / V.s
-1

B

0,01 0,1 1 10 100
0,20

0,25

0,30

0,35

0,40

0,45
(PAH-Os

6
/Lac

6
)-PAH-Os

E
p
 /
 V

v / V.s
-1

A

0,01 0,1 1 10 100

-400

-200

0

200

400

  
ip

 /
 v

  
 /

 F
.c

m
-2

v / V.s
-1

(PAH-Os
6
/Lac

6
)-PAH-Os

B



165 
 

baja, indicando que el comportamiento de capa delgada no puede ser obtenido en este 

sistema. Para v > 50Vs-1 existe una dependencia lineal de los picos de potenciales 

oxidativos y reductivos con log(v) para ambas películas, lo cual sugiere una limitación en 

la transferencia de carga en la interfaz electrodo/película.  

Las corrientes de pico para los films terminados en PVS son mucho más pequeñas que 

para una película terminada en PAH-Os, poniendo en evidencia el impedimento del 

proceso redox para la película terminado en PVS.  

Los datos experimentales se ajustaron a un modelo difusiónal314 asumiendo que el 

espesor de la película y el número total de sitios redox se mantiene constante durante la 

adsorción de PVS. Los mejores valores de ajuste para la película terminado en PAH-Os 

fueron: 

 Dapp: 1 x 10-10 cm2.s-1  

 k0: 2.4 x 10-4 cm.s-1  

 E0,app: 0.297 V  

 ɷA: 10 nm  

 ȴEA
0,app: 0.020 V  

 

Y los mejores valores de ajuste para los filmes terminados en PVS  fueron:  

 Dapp: 1 x 10-12 cm2.s-1  

 k0: 5 x 10-5 cm.s-1  

 E0,app: 0.285 V  

 ɷA: 0 nm  

 ȴEA
0,app: 0.0 V  

 

La dramática caída de 100 veces en el coeficiente aparente de difusión del electrón por 

salto de electrones, Dapp al adsorber PVS es similar al determinado previamente para las 

películas no enzimáticas PAH-Os/PVS durante la adsorción de PVS. 

 

Evolución temporal de los parámetros del electrodo electrocatalítico 

En la Figura 111 (medida en colaboración con el Dr. Mario Tagliazucchi) se observa la 

evolución temporal de la corriente catalítica (A), la capacitancia a baja frecuencia (B), el 

cambio en la parte imaginaria ȴXL Ǉ paƌte  ƌeal ȴ‘ de la iŵpedaŶĐia del Đƌistal de Đuaƌzo 
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 electrocatalítica a E=0.5V y [Glucosa]=50mM (A), evolución temporal de la capacidad del 
electrodo medida a 1Hz y a E=E

0,app 
(B), y respuesta de QCM (C) para la adsorción de PVS sobre una película (PAH-

Os/GOx)3-PAH-Os (A y B) o (PAH-Os/GOx)6-PAH-Os (C). Los experimentos se realizaron en 20 mM buffer TRIS pH 7.5, I 
= 0.2 M  (KNO3). En  t=0 se agregó una solución concentrada de PVS para dar una concentración final de 20mM de 
PVS. 

 

El transitorio de la Figura 111 A muestra una caída aguda a casi cero en la corriente 

catalítica al adsorber PVS, en concordancia con el experimento de voltametría cíclica de la 

Figura 106 A. La capacitancia de baja frecuencia en la Figura 111 B también disminuye 

durante la adsorción de PVS. Como se discutió anteriormente, esta cantidad tiene en 

cuenta la componente capacitiva de la doble capa (independiente del espesor de película) 

y un componente redox relacionado con el número de sitios de Osmio 

electroquímicamente accesibles. Así, el ensamblado de PVS causa una disminución en la 

carga redox que puede ser accedida en la escala de tiempo del experimento aunque no 

hay perdida del Osmio hacia la solución. Cabe destacar que la caída inducida por PVS en el 

transitorio de la Figura 111 A es más rápida que la observada en la Figura 111 B y que la 

corriente catalítica se vuelve despreciable aun cuando la voltametría cíclica de la película 

terminado en PVS (Figura 107 A) todavía muestra un pico redox de Os(II)/Os(III). Esto 

sugiere que el PVS puede impedir no solo el salto difusiónal electrónico 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 ȴ‘ Ǉ ȴXL del circuito eléctrico equivalente de 

Butterworth Van Dyke son afectadas por la adsorción de PVS debido a cambios 

viscoelasticos significativos durante la adsorción del polianión315. Estos transitorios de 

QCM ŵuestƌaŶ uŶ pƌoĐeso ƌápido doŶde aŵďos ȴXL Ǉ ȴ‘ ƌápidaŵeŶte auŵeŶtaŶ ĐoŶ uŶ 
tiempo característico de ~10s, seguido por un proceso más lento que puede ser 

relacionado con una lenta reorganización molecular de la película. Se sugiere que el 

mismo proceso inducido por la adsorción de PVS que atenúa la onda acústica en las 

películas enzimáticas ;auŵeŶto eŶ ȴ‘Ϳ es ƌespoŶsaďle de la disŵiŶuĐióŶ eŶ ϭϬϬ ǀeĐes del 
coeficiente de difusión del electrón, lo que resulta en una reducción de la carga redox 

accesible y la caída en la corriente catalítica. 

 

EL EFECTO DE LA ÚLTIMA CAPA SOBRE EL CABLEADO  

La Figura 112 (medida en colaboración con el Dr. Mario Tagliazucchi) muestra las ondas 

catalíticas en estado estacionario para la oxidación de glucosa por GOx y mediada por 

PAH-Os (Panel A) y la reducción de oxígeno por Lacasa mediada por PAH-Os(Panel B), 

respectivamente:   

 

 

 
Figura 112. Voltametrías cíclicas 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, 
KNO3 (I=0.2 M), [glucosa]=50 mM para GOx/PAH-Os y buffer HAcO/NaAcO  100mM  pH 4.7, KNO3 (I = 0.2 M), pO2 = 1 
atm usando un electrodo rotatorio (9Hz) para Lac/PAH-Os. Velocidad de barrido 5mVs

-1
. 

 

En el caso de la Figura 112 A se observa una dependencia Nernstiana típica, como se 

describe en otros trabajos316 para una multicapa negativamente cargada (PAH-Os4/GOx4), 

y una mayor respuesta catalítica con la posterior adsorción de una capa positiva de PAH-

Os en la última capa. La adición de una capa de policatión no redox (PAH) también 

                                                      
315 Calvo EJ, Forzani E, Otero M. J. Electroanal. Chem., 2002, 538–539, 231–241. 
316 Flexer V, Forzani  E, Calvo EJ. Anal. Chem., 2006, 78, 399–407. 
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aumenta la corriente catalítica respecto de una multicapa terminada en GOx pero a un 

valor inferior que para la película terminada en PAH-Os. Por lo tanto se pueden apreciar 

dos efectos: 1) La catálisis se recupera por adsorción de policatión, sea  PAH o PAH-Os, y 

2) El  cableado ͞desde arriba͟ y ͞desde debajo͟ de la enzima es más eficiente que el 

cableado solamente desde abajo tal como mostraron previamente Wolosiuk y col.317. 

Para el sistema PAH-Os6/Lac6 por otro lado, la inmersión en una solución de PAH-Os 

produce una disminución en la corriente catalítica de biocátodo de oxígeno con respecto 

al electrodo terminado en Lacasa. Para entender por qué ocurre esto se estudió la  

evolución 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 colaboración con el Dr. Mario Tagliazucchi) muestra al 

espesor elipsométrico en cada paso de adsorción para los sistemas PAH-Os/Lac y PAH-

Os/GOx respectivamente: 

0 2 4 6 8

0

100

200

300

400

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16

0

50

100

150

200

E
s
p
e
s
o
r 

e
lip

s
o
m

e
tr

ic
o
 /
 n

m

Numero de capas

 Au-MPS

 Terminada en PAH-Os

 Terminada en GOx

A B

 Au-MPS

 Terminada en PAH-Os

 Terminada en Lacasa

E
s
p
e
s
o
r 

e
lip

s
o
m

e
tr

ic
o
 /
 n

m

Numero de capas

 
Figura 113. Espesor elipsométrico de multicapas para Lac/PAH-Os (A) y GOx/PAH-Os (B) en función del número 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 deposición 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 función del número de 
capas. El recuadro de la figura muestra los transitorios de masa para un sistema  (PAH-Os/Lac)5 -PAH-Os expuesto a 
una solución de Lacasa en agua, enjuague con agua milliQ, solución 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 adsorción, para el sistema Lac/PAH-Os  luego de cada paso de adsorción de 

PAH-Os, se produce una disminución de las mismas. Sin embargo el espesor total y la 

masa total  aumentan con el número de bicapas. 

Los resultados de la Figura 114 se interpretan como una desorción parcial de Lacasa 

cuando son expuestos a soluciones de policatión 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 remoción parcial por el policatión. La perdida de enzima 

explicaría, en el caso del sistema PAH-Os/Lacasa, porque la corriente catalítica cae luego 

de adsorber PAH-Os, mientras que la naturaleza y magnitud de la carga en la última capa 

determinan el comportamiento del sistema PAH-Os/GOx. 

 

Caracterización 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 señales del cobre (Cu 2p3/2) y del Osmio 

(Os4f). La Figura 115 muestra espectros XPS (medidos en colaboración con el Dr. Federico 

Williams) provenientes de autoensamblados capa por capa sobre sustratos de Oro planos,  

en función del número de capas y de la naturaleza de la última capa:  
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Figura 115. Experimentos de XPS de electrodos con PAH-Os  y Lacasa variando el número de capas y la naturaleza de 
la última capa. A: Señal de Os 4f  para superficies terminadas en PAH-Os (curvas rojas) y Lacasa (curvas negras). B: 
Señal de  Cu 2p  para películas terminadas en PAH-Os (curvas rojas) y Lacasa (curvas negras). C: Número de cuentas 
cuantificando las aéreas de las figuras A y 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 Ƌue el XP“ solo ͞ǀe͟ uŶ 
espesor de alrededor de 6nm, es decir que en este caso prácticamente solo está 

detectando la ultima capa.  

La Lacasa posee un diámetro máximo de 6nm por lo que una monocapa de esta enzima 

tendría este espesor. Sin embargo, a partir de los resultados de elipsometría de este 

sistema (Figura 113 A) resulta que el espesor promedio aportado por cada paso de 

deposición 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 

elipsometría 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 relación molar Os:Cu. Del 

análisis de la Figura 115 C se observa que la intensidad promedio de la señal de Cobre es 



171 
 

de 369 cuentas, mientras que la del Osmio es de 515. Esto da una relación molar Os:Cu de 

1.4. Por otro lado, la relación molar que surge a partir de los datos de QCM y 

electroquímica mostrados en la Tabla 1 (Capitulo 4A),  teniendo en cuenta que  

[Cu]=4[Lac], arrojan una relación de Os:Cu promedio de 0.8, lo cual muestra una buena 

concordancia entre ambas mediciones. 

 

 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

La corriente catalítica en electrodos amperométricos enzimáticos construidos capa por 

capa empleando enzimas cargadas negativamente y policationes redox, depende de la 

naturaleza de la última capa. Para multicapas conteniendo GOx terminadas en PAH-Os, la 

corriente catalítica es mayor que para películas terminadas en el mismo policatión 

electroinactivo, y estos últimos tienen mayor actividad que una película terminada en 

GOx. Para el caso con Lacasa, la adsorción del policatión remueve parcialmente la última 

capa de enzima y esto resulta en una disminución de la corriente catalítica.  

Se estudió el rol de la carga adsorbiendo el polianión lineal PVS sobre el autoensamblado 

terminado en policatión redox, y se encontró 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 enzimática durante la adsorción del PVS negativo. 
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6. DISCUSION Y CONCLUSIONES FINALES 
Basado en las evidencias experimentales expuestas a lo largo de esta tesis, se procede en 

esta sección a resumir y exponer los aportes realizados con este trabajo, es decir, los 

aspectos novedosos. Además, se exponen algunas discusiones que sirven como cierre  de 

esta tesis. Se comenzará esta sección con las discusiones y se culminará con las 

conclusiones generales. 

 

 

Discusiones 

En el capítulo 3 se diseñó un nanobiosensor basado en nanopartículas cuya cascara 

contiene enzima cableada, que responde a concentración milimolar de glucosa en 

solución. El nanobiosensor puede ser interrogado como un biosensor fotónico sin 

contactos, a través de la recuperación de la señal de Os(II) Raman resonante de Os(II)  a 

partir de una muestra de 1µL conteniendo las nanopartículas sobre Oro atómicamente 

plano, o  sobre arreglos de cavidades nanoestructuradas de Ag para lograr un posterior 

realce de la señal. La respuesta a la concentración de glucosa está basada en el diferente 

comportamiento Raman resonante de Os(II) y Os(III) del polímero que actúa como cable 

molecular. Además, el sistema de Os(II) puede ser regenerado química o 

electroquímicamente. 

Todos los componentes para el reconocimiento molecular selectivo del sustrato de la 

enzima, y la generación de una señal eléctrica y óptica (es decir: el cable molecular de 

Osmio  y la Glucosa Oxidasa) se encuentran autocontenidos en cada biosensor constituido 

por una nanopartícula núcleo-cascara. 

Se encontró además, en este trabajo, que las nanopartículas de Oro amplifican la señal 

Raman, por lo que no  actúan solamente como un soporte para los componentes blandos 

(enzima y polímero redox) sino que además amplifican la señal y aportan a la sensibilidad 

del sistema. 

Este sistema integrado de enzima cableada en  una partícula 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 diseño de biosensor basado en nanopartículas de núcleo-cascara dio lugar a una 

publicación en la revista Journal of the American Chemical Society en el año 2008 al 

representar un trabajo original y novedoso entre los tantos estudios de sensado de 

glucosa publicados por la comunidad científica internacional. 

 

 

En el capítulo 4 se estudió la enzima multicobre Lacasa proveniente del hongo Trametes 

Trogii como componente en dos sistemas diferentes de electroreducción biocatalitica de 
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oxígeno. Además, se caracterizó 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 capítulo se llevó a cabo el estudio de un biocátodo de oxígeno 

catalizado por la enzima Lacasa y  mediado por un polímero redox, empleando  

multicapas de Lacasa y PAH-Os (el polímero redox) de distintos espesores fabricadas 

mediante el método de autoensamblado capa por capa, es decir en este caso, la 

deposición por inmersión alternada en soluciones de enzima y polielectrolito redox. 

Bajo condiciones de reposo, es decir sin convección forzada, las curvas de polarización 

mostraron pico e histéresis en la reducción de O2 y las curvas de corriente catalítica en 

función de la concentración de oxígeno presentaron una forma anormal. Estos efectos 

fueron eliminados al agitar la solución 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 formación biocatalítica de 

peróxido de hidrógeno a partir de la reducción de oxígeno y su acumulación dentro de la 

película enzimática.  

El peróxido de hidrógeno fue detectado mediante la utilización de un microscopio 

electroquímico de barrido (SECM) como  producto de la electroreducción de O2 catalizada 

por Lacasa y mediada por Os(II). Los experimentos de control mostraron que el peróxido 

de hidrógeno se forma a potenciales donde el O2 no puede ser reducido en la superficie 

subyacente de Oro y tampoco puede ser reducido por la especie Os(II). La producción de 

H2O2 detectada por el ultramicroelectrodo del SECM siguió el mismo comportamiento e 

histéresis que la reducción enzimática de O2. Además,  la inhibición  enzimática con un 

conocido inhibidor (Azida Sódica) cesó la producción de peróxido de hidrógeno, 

demostrando claramente el origen enzimático de esta producción de peróxido de 

hidrógeno. 

Al agregar H2O2 al electrolito se observó una inhibición de la corriente catalítica, además,  

es importante destacar que esa inhibición es reversible,  es decir, la actividad de Lacasa se 

recupera luego de burbujear oxígeno en la solución, desplazando el peróxido de 

hidrógeno.  El agregado de peróxido de hidrógeno a una solución de Lacasa saturada con 

aire, también resultó en una inhibición de la actividad enzimática medida por ABTS. Este 

es el primer reporte de la acción inhibitoria del peróxido de hidrógeno exógeno sobre la 

Lacasa. 

Todos estos hallazgos fueron también observados para Lacasa de Trametes Versicolor, 

indicando que esta es una característica general de la enzima Lacasa y no solamente de la 

producida por el hongo Trametes Trogii. En un trabajo muy reciente318 se reportó que la 

producción de peróxido de hidrógeno por electroreducción de oxígeno en el material de 

soporte del carbón causa desactivación de Lacasa. En esta tesis sin embargo se demostró 

                                                      
318 Shleev, Shumakovich G, Morozova O,  Yaropolov A. FUEL CELLS 10, 2010, No. 4, 726–733 
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que el peróxido de hidrógeno es formado a partir de la reducción enzimática del oxígeno 

y no sobre el electrodo soporte y colector de corriente.   

Esta nueva evidencia cinética presentada es de fundamental importancia para la 

operación de la mayoría de las celdas de combustible, que operan bajo condiciones de 

reposo. 

Este trabajo, por la extensa caracterización de la enzima, el hallazgo de la formación 

enzimática de H2O2 y el efecto inhibitorio de este ultimo en la actividad enzimática y en el 

proceso de electroreducción biocatalitica de O2,  dio lugar a una publicación en la revista 

Journal of the American Chemical Society en el año 2010. En los númerosos trabajos 

previos sobre Lacasa en la comunicad científica internacional no se había mostrado 

previamente esta producción enzimática de H2O2 ni el efecto inhibitorio del peróxido de 

hidrógeno (ya sea producido enzimáticamente o agregado en forma exógena) sobre la 

enzima. Además, las implicancias de este descubrimiento en la operación 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 capítulo se aprovechó y estudió la transferencia 

electrónica directa de Lacasa sobre superficies de carbono grafítico para llevar a cabo el 

biocátodo. Es decir, en este biocatodo no existe mediación entre el electrodo y la enzima: 

la transferencia electrónica ocurre en forma directa. 

Este estudio se realizó a distintas concentraciónes de co-sustrato (oxígeno) 

constituyéndose en el primer reporte en la literatura en mostrar el comportamiento de 

dicho biocátodo a diferentes presiones parciales de oxígeno. Las curvas de calibración 

para este tipo de sistemas, entre las númerosas publicaciones que existen en la literatura 

científica internacional sobre transferencia electrónica directa de Lacasa, habían 

permanecido ausentes. Las curvas de calibración son fundamentales al momento de 

realizar estudios de electrocatálisis y completan el análisis. Son estas curvas de 

calibración, juntamente con los voltagramas a diferentes presiones parciales de oxígeno, 

las que por ejemplo llevaron en última instancia al importante descubrimiento de la 

especie inhibidora en la parte A de este capítulo. 

La voltametría de este sistema en medio ácido y en condiciones anaeróbicas muestra una 

ausencia de pico voltamétrico en el potencial del T1, revelando una gran corriente 

capacitiva aun a bajas velocidades de barrido (de 5mVs-1) debido a la alta superficie real 

del electrodo. En condiciones de saturación de oxígeno en cambio, se desarrolla una clara 

onda catalítica observándose el comienzo de la reducción de oxígeno en 0.61V vs. 

Ag/AgCl. Este potencial  corresponde a un potencial termodinámico de 1.155V, 

confirmando el bajo sobrepotencial de la reacción de reducción de oxígeno cuando esta 

es catalizada por Lacasa. 

Las curvas de calibración para este biocátodo mostraron un comportamiento sigmoideo 

para el caso de un electrodo altamente rugoso. En cambio cuando se empleó un 

electrodo rotatorio del mismo material pulido, se observó  un comportamiento mas 
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parecido a Michaelis-Menten en las curvas de calibración (corriente en función de 

concentración de oxígeno). Este resultado coincide con el del  sistema mediado en el que 

se observa comportamiento Michaeliano para el caso  de película delgada y sigmoideo 

para el caso de película gruesa. Esto sugiere que las arquitecturas porosas/rugosas o 

películas gruesas favorecen la acumulación y retención de peróxido de hidrógeno. 

Se demostró también en este caso la inhibición de la actividad catalítica por parte de 

peróxido de hidrógeno incubando el carbono modificado con una solución 15µM de dicho 

peróxido. Se comprobó asimismo la inhibición por fluoruro y el desplazamiento parcial de 

éste por peróxido de hidrógeno, confirmando los resultados electroquímicos y de 

espectroscopía UV-Vis de la parte A de este  capítulo. 

De gran importancia resultó también la confirmación de la bajisima actividad específica 

de este biocátodo. 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 oxidación debido al T1 (prácticamente 

ocurre sin sobrepotencial); y al hacer esto se ha menospreciado la bajisima actividad 

específica (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 sería apto como celda de combustible debido a 

esta pobre actividad específica. Por otro lado, en comparación con el biocátodo que 

emplea mediador estudiado en la parte A de este capítulo, 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 órdenes de 

magnitud mayor que lo que se pierde en voltaje, determinando que a efectos de potencia 

entregada sea el sistema mediado el claro ͞ganador͟. 

Es muy importante destacar también que este trabajo constituye el primer reporte de  

detección del cobre enzimático de la Lacasa sobre una superficie mediante un equipo de  

XPS. 

 

 

Finalmente, en el capítulo cinco se estudió la dependencia de la corriente catalítica en 

electrodos amperométricos enzimáticos (construidos mediante autoensamblado capa por 

capa empleando enzimas cargadas negativamente y policatiónes redox), con la carga y 

naturaleza de la última capa.  

Se encontró que, para multicapas conteniendo GOx terminadas en PAH-Os, la corriente 

catalítica es mayor que para películas terminadas en el mismo policatión electroinactivo, 

y estos últimos tienen mayor actividad que una película terminado en GOx. Para el caso 

con Lacasa, la adsorción del policatión elimina parcialmente la última capa de enzima y 

esto resulta en una disminución de la corriente catalítica.  

Se estudio el rol de la carga adsorbiendo el polianión lineal polivinil sulfonato (PVS) sobre 

la película de enzima y poliectrolito  autoensamblada y cuya última capa es el policatión 

redox, y se encontró que impide el mecanismo de transferencia de electrones y la 
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conexión (cableado) de la enzima por el polielectrolito redox, resultado que coincide con 

los estudios previos en películas autoensambladas de polielectrolitos  no enzimáticos.  

Ademas, los cambios viscoelásticos detectados con la balanza de cuarzo  fueron 

consistentes con los cambios en la multicapa enzimática durante la adsorción del PVS 

negativo. 

 

 

Conclusiones generales 

El sistema de reconocimiento molecular núcleo-cáscara constituído por nanopartículas de 

Oro y una cáscara de materia blanda integrada por una enzima redox y su cable molecular 

(el polímero redox): 

1. Constituye el primer sistema autoensamblado capa por capa de una enzima 

cableada sobre  nanopartículas. 

2. Constituye el primer nanobiosensor óptico basado en una enzima redox conectada 

eléctricamente mediante un polímero redox (͞cableada͟).  

3. El sensor óptico permite además ser modulado  química o electroquímicamente 

mediante la regeneración de Os(II) activo en Raman. 

 

Las conclusiones del estudio de biocátodos de oxígeno basados en la catálisis 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 electrónica 

(segundo caso)  se presentan a continuación, comenzando con el primer caso:  

1. Se encontró que durante la electroreducción de oxígeno, la enzima Lacasa 

produce pequeñas cantidades de peróxido de hidrógeno. 

2. Se encontró además que ese peróxido de hidrógeno es de origen enzimático y no 

es formado en el electrodo base dado que la  inhibición de la enzima con Cloruro o 

Azida detiene la formación de peróxido. 

3. Se demostró que la forma anormal de las curvas de corriente electrocatalitica de 

redución de oxígeno vs. concentración de oxígeno (curvas de calibración) depende 

de las condiciones de transporte de masa, siendo la primera evidencia de este tipo 

ya que los informes de la bibliografía se refieren únicamente a condiciones de 

convección forzada para los biocátodos de este tipo. 

4. Se demostró que el Mecanismo de Solomon que predice la reducción de oxígeno 

por 4 electrones sin producción de peróxido de hidrógeno en el electrolito no es 

completo, al no tener en cuenta el camino de la desorción del peróxido de 

hidrógeno, que se observa en el presente estudio. 

5. Este biocátodo, en condiciones de convección forzada, posee una actividad 

específica considerable (0.3mA.cm-2) a un potencial de 0.3V lo cual lo convierte en 

un posible candidato para su implementación en celdas de biocombustible. 

 

En el segundo caso (sistema basado en la transferencia directa de electrones entre el 

electrodo  y el sitio enzimático de Cobre T1): 
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1. Se llevó a cabo el estudio de la corriente catalítica del biocátodo de oxígeno en 

función de la presión parcial de oxígeno con catálisis de la enzima lacasa y  

transferencia electrónica directa de desde el electrodo. Este es el primer informe 

en mostrar estas curvas de calibración. 

2. Se detectó mediante espectroscopía fotoelectrónica XPS el cobre contenido en la 

enzima adsorbida sobre el electrodo de carbono. Este es el primer reporte de la 

detección de los 4 átomos de Cobre enzimáticos en electrodos enzimáticos no 

mediados, donde las concentraciónes superficiales de enzima son del orden de 

picomoles.cm2. 

3. Este biocátodo a pesar de su alto potencial de celda, debido a su bajísima 

actividad específica (nA.cm-2) no es adecuado para ser implementado en celdas de 

biocombustible. 

 

En relación al efecto de la naturaleza de la carga en la última capa en multicapas auto-

ensambladas capa-por-capa se concluye que: 

1. La corriente catalítica en electrodos enzimáticos tiene una fuerte dependencia con 

la carga de la última capa. 

2. Los polianiones en la última capa resultan en una caída prácticamente a cero en la 

corriente catalítica. 

3. La caída en la corriente catalítica se correlaciona con un impedimento en el 

proceso de transferencia electrónica (electron hopping) que se ve reflejado en una 

disminución en dos órdenes de magnitud del coeficiente de difusión del electrón. 

 

 

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 año 1991, aun hoy, veinte años después,  sigue mostrando 

variaciones y  novedosas aplicaciones. Fue este método el que permitió en esta tesis el 

desarrollo de un original y sensible sensor óptico basado en nanopartículas de Oro, 

mediante la integración de múltiples capas de una enzima cableada sobre nanopartículas 

de Oro en solución.  

Fue esta técnica también, mediante el fino control que brinda (como por ejemplo la fina 

variación del espesor de la película) la que permitió el descubrimiento de la producción 

enzimática de peróxido de hidrogeno. Fue esta herramienta de arquitectura 

macromolecular la que puso en evidencia los pequeños indicios que llevaron en última 

instancia al gran descubrimiento de la formación enzimática de peróxido de hidrogeno y 

la accion inhibitoria que este tiene sobre la enzima. 
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