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1. Introduccidn

Desde hace varios afios la tecnologia de los sensores electroquimicos ha adquirido
gran importancia en la quimica analitica y en algunos otros campos de la investigacién y
desarrollo, como las ciencias bioldgicas, la medicina, biotecnologia, medio ambiente, entre
otros.! Debido a esto, surge el interés por el estudio de la formacién de electrodos modificados
a partir de diferentes materiales capaces de transformar la interaccién con el analito en una

sefial util de corriente.?

El presente trabajo esta fundamentalmente orientado a la construccién de
ensamblados supramoleculares de distintas configuraciones, a partir de un polimero
electroactivo sobre superficies de electrodos de oro y grafito, empleando nanomateriales y

enzimas rédox, dando lugar a materiales hibridos electroactivos.?

Para ello, se llevé a cabo la sintesis de un polimero a partir de polialilamina (PAH), que
constituye un modelo sencillo de poliamina y ha sido empleado en una gran variedad de

estudios basicos, modificando ésta con centros de ferroceno (PAH-Fc).

Se estudié, mediante la técnica electroquimica de voltamperometria ciclica, la mejor
condicion de adsorcién de dicho polimero sobre los diferentes sustratos y, teniendo en cuenta

ésta, se formaron distintos tipos de ensamblados.

Ademds, se llevd a cabo la construccién de ensamblados moleculares capa por capa
(layer-by-layer, LbL) empleando el polimero sintetizado como parte positiva, y nanoparticulas
de oro (Au-NPs), asi como también la enzima glucosa oxidasa (GOx), como contraparte

negativa.

La GOx es una enzima que cataliza la oxidacién de glucosa en acido glucdnico
utilizando su grupo prostético, flavin adenin dinucledtido (FAD), como cofactor.* Ha sido
extensamente estudiada y utilizada en el disefio de biosensores debido a su robustez, ademas
de la importancia que ésta tiene en la determinacion de glucosa en ensayos clinicos.” En este
trabajo se escogié a la glucosa oxidasa como modelo enzimdtico rédox para evaluar la
capacidad del PAH-Fc sintetizado como mediador de la transferencia de carga generada por la
oxidacién de glucosa, ya que la electroquimica y el mecanismo de accién de esta enzima son

bien conocidos.

Por otro lado, se han reportado articulos sobre la elevada afinidad y especificidad de

las superficies de poliamina para asociarse a iones fosfato a través de interacciones de puente



de hidrégeno, ademds de las interacciones electrostaticas.® También se han observado efectos
de reversién de carga en ensamblados LbL de PAH debido a la asociacidon con fosfato.” En base
a estos antecedentes, por ultimo, se evaludé la respuesta voltamperométrica de los
ensamblados construidos en contacto con soluciones de distintas concentraciones de fosfato
de manera de evaluar la capacidad del PAH-Fc sintetizado como reportero de este anién. De
esta manera se evaluaron los cambios en la respuesta electroquimica producida por la

interaccion entre los iones fosfato y la poliamina modificada.



2. Técnicas y fundamentos

En este capitulo se abordaran los fundamentos tedricos de las técnicas utilizadas en la

realizacion de este trabajo. Estas son:

v Voltamperometria ciclica

Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis)
Resonancia de plasman superficial (SPR)
Potencial zeta

Determinacion de tamano de particula

AN N N RN

Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS)

2.1 Voltamperometria ciclica

Es una técnica electroquimica en la que se aplica una variacion lineal del potencial en

funcidn del tiempo. El potencial aplicado, E, responde a la siguiente expresién:
E = Ei + vt (1)

donde E;es el potencial inicial del sistema, v es la velocidad de barrido del potencial y t es el

tiempo.

El potencial se varia linealmente en forma de onda triangular desde un valor E; hasta
un valor E; regresando generalmente al mismo valor inicial E; u otro valor Es. En la Figura 2.1.1
se representa la onda de potencial aplicada en funcion del tiempo. La pendiente de ésta queda
determinada por la velocidad de barrido escogida, la cual define la escala de tiempo en la que
se examina el proceso electroquimico. Normalmente estos barridos se realizan a velocidades

de entre 10y 200 mV s™.

De esta manera, se obtiene como respuesta una grafica de corriente (i) en funcidén del
E aplicado, llamada curva voltamperométrica o voltamperograma. La forma exacta de la curva
depende principalmente del tipo de proceso que tiene lugar en el electrodo de trabajo, dentro

del rango de potenciales aplicados.

La voltamperometria ciclica se puede llevar a cabo en sistemas donde las especies
electroactivas se encuentran en soluciéon o adsorbidas sobre un electrodo modificado. Esta
ultima condicién es la que se utilizé a lo largo de este trabajo y, por lo tanto, se desarrollara

con mayor detalle.
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Figura 2.1.1. Perfil de potencial aplicado en funciéon del tiempo para la técnica de voltamperometria ciclica. Tomado
de la tesis doctoral de Lorena Cortez.?

Consideremos la siguiente reaccidn simplificada de 6xido-reduccion:
O+e” «» R

donde O es la especie oxidada y R, la reducida. Al considerar el caso mas simple en el que
ambas especies se encuentran adsorbidas sobre el electrodo y son electroquimicamente
activas en el intervalo de potencial aplicado, se desprecian los efectos de transporte de masa

ya que las especies estan confinadas en la interfase.

Las propiedades del voltamperograma de especies adsorbidas sobre un electrodo
estan determinadas por el numero de sitios electroactivos disponibles. En la Figura 2.1.2 se
puede observar la representacidén de una curva voltamperométrica para un sistema reversible.
En ésta se identifican dos picos bien definidos, uno correspondiente a la oxidacion del material
disponible adsorbido sobre el electrodo, con sus correspondientes pardametros de pico (ipa, Epa)
y el otro, observado al invertir el barrido de potencial aplicado, correspondiente a la reaccion
de reduccién del material oxidado que se encuentra en la superficie del electrodo, en el que se

especifican los parametros de pico catodicos (ipe, Epc).

Las corrientes de pico determinan la maxima (o minima) corriente alcanzada. También
se observa una simetria respecto de ambos picos, esto se debe a que la cantidad de especies O
Y R sobre la superficie del electrodo son iguales, es decir, que todo el material que se oxide en
la rama anddica del voltamperograma serd reducido al invertir el barrido de potencial. Al
considerar que durante estas reacciones no se adsorbe ni desorbe ninguna especie, se deduce

la siguiente relacién:

L) + IR(t) = Iy (2)



donde [p(t) y lk(t) son las cantidades de moles de las especies O y R, respectivamente,
adsorbidos en el electrodo a un determinado tiempo expresado en moles/cm? y [z’

corresponde a la cantidad de moles iniciales de la especie R sobre la superficie del electrodo.
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Figura 2.1.2. Voltamperograma tipico de una especie electroactiva adsorbida sobre un electrodo de
trabajo, bajo la condicidn de reversibilidad electroquimica. Se indican los parametros de pico anddico y catédico.
Tomada de la tesis doctoral de Eduardo Cortén.®

Frecuentemente y por simplicidad, para describir la adsorcién sobre una superficie se
utiliza el modelo de las isotermas de Langmuir. Este es un modelo teérico que describe el
comportamiento experimental de la adsorcién sobre superficies homogéneas, en el cual se
considera que la superficie del adsorbente presenta sitios de igual energia, y solamente una
molécula puede ser adsorbida por sitio, formando una monocapa en la cual no existe

interaccién entre las moléculas adsorbidas.’

Teniendo en cuenta estas aproximaciones, considerando que la reaccion rédox en la
que participa el ensamblado obedece la ecuacién ideal de Nernst y suponiendo que la
velocidad de transferencia de carga es muy grande, se obtiene las siguientes expresiones para

los pardmetros de pico:°

. n?r? "
lp = WUAFO (3)

) RT b
E,= E" — Ll
nF br

(4)

donde n es la cantidad de electrones intercambiados en la reaccidn rédox, F es la constante de
Faraday, R la constante de los gases ideales, T la temperatura, A es el area expuesta del

electrodo, v la velocidad de barrido, E°” es el potencial formal y boesta dado por by = Bolp s



4Gy
donde 8y = e RT y [gses la cantidad de moles de saturacion de la especie O adsorbidos

sobre el electrodo. Expresiones similares se tienen para la especie reducida bg.

A partir de estas ecuaciones se puede visualizar la proporcionalidad de i, con la
velocidad de barrido, v, igual a la observada en respuestas voltamperométricas puramente
capacitivas; ademas, se expresa la independencia de E,respecto de v. También se tiene que la
diferencia de potenciales entre iy, € ipc debe ser de 0 mV para una cupla rédox con una rapida

transferencia electrénica, por lo que Epe=Ep..

La ubicacién de E, respecto de E°” depende de la fuerza con la que estén adsorbidas a
la superficie las especies O y R. Si O se adsorbe con mds fuerza que R, bo>br y el
voltamperograma se desplaza hacia potenciales negativos respecto del E°’. Si, de forma
contraria, R se encuentra adsorbida con mayor fuerza, bo<bg y la curva se corre a potenciales

mas positivos que E°’. Finalmente, para bo=brse tiene E,= E°.

La carga requerida para oxidar por completo la capa adsorbida (equivalente al area
que encierra la rama anddica) es independiente de la velocidad de barrido e igual, por

simetria, a la carga necesaria para reducir todo el material de la superficie del electrodo, qs =

Qe

Teniendo en cuenta que el eje de potencial se transforma en un eje de tiempo al
considerar la velocidad de barrido, la carga total intercambiada puede ser determinada
mediante la integracidn de la corriente en funcién del tiempo. Con este valor y a partir de la
Ley de Faraday de la electrdlisis, se puede hallar la cantidad de moles de la sustancia

electroactiva depositada (m):
m= — (5)

Para reacciones irreversibles, el pico de ida no es simétrico y no se observa pico para el
proceso inverso. Si el sistema fuera cuasirreversible, existe un pico de ida y otro de vuelta en el

voltamperograma, pero éstos no son simétricos y no coinciden los potenciales de pico.

Las expresiones para los parametros de pico dentro de sistemas cuasirreversibles son:

aF?AvI§
Ip = S0
2.718RT

(6)



donde a es el coeficiente de transferencia y k° es la constante de velocidad estandar. A partir
de estas ecuaciones se observa la dependencia lineal de i, con v, ademas de que ahora E,

presenta una relacion directamente proporcional con el log v.

2.2 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis)

La espectroscopia UV-vis es una técnica en la que una solucién absorbe radiacion
electromagnética comprendida entre 160 y 780 nm. Esta se basa en la medida de la
transmitancia (7T) o de la absorbancia (A) de disoluciones que se encuentran en cubetas

transparentes, con una longitud del camino éptico (b) igual a 1 cm.

El haz de luz incidente se encuentra atenuado por las reflexiones ocurridas en las
interfases aire/pared y pared/disolucion en la cubeta, también por la dispersién ocasionada
por moléculas grandes que puedan estar presentes en la solucién de medida y, en algunos
casos por la absorcién de las paredes del recipiente. De manera de compensar estos efectos se
compara la potencia del haz transmitido por el analito a estudiar (disolucidn), con la potencia
transmitida por el solvente. A partir de las siguientes ecuaciones se obtienen las absorbancias

y transmitancias experimentales mas préximas a los resultados verdaderos:*?

Pai i P
T = disolucion _ & (8)
Pdisolvente Po

A=log (Pdisoluente) _ log% 9)

Pdisolucién

Esta técnica tiene como base y fundamento la Ley de Lambert-Beer:
A= —logT =log™ = ebc (10)

donde € es la absortividad molar (o coeficiente de extincidon molar), b es el camino 6ptico
recorrido y c es la concentracién del analito. A partir de ésta se observa una dependencia lineal

de la absorbancia con la concentracion.

La Ley de Lambert-Beer describe el comportamiento de absorcién para un medio que
contiene concentraciones de analito relativamente bajas, siendo una de sus limitaciones. A
concentraciones altas (>0.1 M) la distancia media entre las moléculas disminuye hasta el punto
de que cada molécula distorsiona la distribucién de cargas de las moléculas vecinas. Este
efecto también se observa en medios que poseen una concentracion muy alta de electrolitos,
donde la proximidad de los iones a la especie absorbente es muy estrecha y altera su

absortividad molar por interacciones electrostaticas.



Debido a la dependencia de € con el indice de refraccién surgen desviaciones de la
Ley de Lambert-Beer al variar éste con la concentracién. Como consecuencia se puede hacer
una correccidn a través de la sustitucidon de & por en/(n? +2)% sin embargo esta correccidn

nunca es muy grande y raramente significativa para concentraciones menores a 0.01 M.

2.3 Resonancia de plasmon superficial (SPR)

Cuando un haz de luz atraviesa una interfase entre dos medios con indices de
refraccidn diferentes, ocurre una serie de fendmenos entre los que se encuentran la reflexién,
la absorcién y la refraccién. Esta Gltima involucra un cambio en la direccién y velocidad de la
onda al atravesar el nuevo medio, y se explica mediante la ley de Snell esquematizada en la

Figura 2.3.1.

Si el rayo incidente atraviesa un medio con indice de refraccién mayor al medio en el
que se propaga (ni<n,), entonces el rayo refractado se desviara acercandose a la normal. De lo
contrario, si el rayo incidente se dirige desde un medio con indice de refraccién mayor hacia
uno de menor indice (n1>ny), el rayo refractado se desviara alejandose de la normal. Para este
ultimo caso existe un angulo de incidencia critico, 8¢, en el cual se produce el fenémeno
conocido como reflexidn total interna, donde el haz refractado forma un angulo de 90° con la
normal. Para angulos de incidencia mayores a 8cel rayo se refleja por completo en la frontera
de ambos medios. El 8ces pequeiio cuando n; es considerablemente mayor a n,. Ademas, 6c
es el maximo angulo al cual es posible observar el fendmeno de refraccidon (sen 6¢c = 1) y se

denomina también Bk (TIR: reflexién total interna).

En la condicién de reflexiéon total interna se generan ondas evanescentes que se
propagan a través del medio con indice de refraccidon n,. La amplitud de ese campo

evanescente decae exponencialmente con la distancia a la interfase (Figura 2.3.2).

Ley de Snell

i n senf = n, sen ﬂ';

n, Donde:
! ﬂ \ n : Indice de relraccion del medio 1

i, : Indice de refracchin del medio 2

Figura 2.3.1. Ley de refraccién de Snell. Figura tomada de articulo de internet.'?
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Figura 2.3.2. Representacion de la formacion de la onda evanescente bajo la condicidon de reflexion total
interna. Imagen tomada de Tesina de Licenciatura en Quimica de Gregorio Laucirica.’?

En el equipo empleado para las determinaciones, SPR Navi 210A de la marca BioNavis,
se utilizd la configuracién Kretschmann, la cual consiste en colocar un sustrato con una delgada
[dmina metalica (por lo general plata u oro) en el limite entre dos medios dieléctricos: por un
lado el prisma y, del otro lado, aire o una solucién de medida (como se ilustra en la Figura
2.3.3). Sobre el sustrato se coloca una celda de medida, a través de la cual se pueden inyectar

distintas soluciones de interés.

La onda evanescente producida induce la generacién de un “gas de electrones” en la
superficie del metal denominado cominmente como plasmén superficial (SP), el cual se

puede interpretar como una onda electromagnética ligada a la interfase.

Prisma (n1)
Metal (ng)

Dieléctrico l“?l Masmon superficial

Lampo Evanescente

Figura 2.3.3. Representacion de la configuracion Kretschmann utilizada en el equipo de SPR. Imagen
tomada del Tesis doctoral de Sonia Herranz de Andrés.**

Normalmente, la intensidad de la luz reflejada (reflectancia) no deberia cambiar con el
angulo incidente por encima de la condicién de TIR. Sin embargo, en ciertas condiciones, las

ondas evanescentes excitan los plasmones de la pelicula de oro, causando la resonancia del

9



plasmén superficial. Como consecuencia, en este punto la intensidad de la luz reflejada

disminuye bruscamente.?

El angulo de resonancia del plasmon (Bspr) se puede definir como aquel donde se

produce un minimo de reflectancia producto de la excitacién plasménica y, bajo esta

configuracidn, se le atribuye la siguiente expresion:*®

1

Ogpr = sen” (11)

donde se observa que el angulo al cual se da la excitacién depende Unicamente de n, cuando

se mantienen fijos n1 y ng.

Debido a que el fendmeno de plasmén superficial ocurre en la interfase

dieléctrico- metal, es posible obtener informacion sobre la muestra de interés.

Esta técnica es generalmente utilizada para el estudio de adsorciones y desorciones
sobre la superficie de oro, ya que éstas generan una fluctuacion en el angulo de resonancia del
plasmén que es identificado por el detector. También es empleada en el estudio de

biosensores ya que el Bspr €s especialmente sensible a la constante dieléctrica del medio n,.

El equipo empleado cuenta con dos laseres de diferentes longitudes de onda vy
ademas posee dos tipos diferentes de celdas de medida. En este trabajo se utilizé una
celda que permite realizar medidas electroquimicas de manera simultdnea a las medidas
de SPR, la cual consta de un electrodo de referencia de Ag/AgCl y un contraelectrodo de
platino, donde la lamina de oro del sustrato actia como electrodo de trabajo. Estos

electrodos se conectan a un potenciostato.

Si bien se pueden obtener distintos graficos durante la medida, los que brindan
informacidén de relevancia sobre el comportamiento en la superficie del electrodo en contacto
con la solucién de interés son los graficos de los angulos TIR y Bspr (0 PeakMin Angle) en

funcién del tiempo, denominados sensograma.

El angulo TIR refleja los cambios en el indice de la refraccidn de la solucidon que esta
pasando por la celda y, por lo tanto, permite conocer exactamente el momento en que la
solucion de interés comenzd a pasar. El angulo PeakMin refleja el corrimiento del plasmon. Si
bien depende del indice de refraccién de la solucién, es mas sensible a los cambios que se dan

en la interfase y permite seguir la adsorcién y desorcién de distintos compuestos.
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2.4 Potencial zeta

Una particula cargada en una solucion de electrolito se rodea de contraiones,
generando una variacién en la densidad de iones cerca de la interfase, con un perfil
determinado. Si se pudieran separar las dos fases, ambas contendrian una carga igual pero de
distinto signo. A estas dos porciones cargadas de la regidn interfacial se las denomina doble

capa eléctrica.

Existen numerosos modelos que buscan explicar la estructura y el comportamiento de
la doble capa eléctrica, dentro de ellos se encuentran la doble capa de Helmholtz, la de Gouy y
Chapman y el modelo de Stern. Este Gltimo presenta un desarrollo apropiado para superficies
metdlicas en medio acuoso. Su estructura se esquematiza en la Figura 2.4.1, en la que se
propone la superficie de un metal cargada negativamente (debido a la disolucién de cationes o
por la aplicacion de un potencial) sobre la cual se unen fuertemente algunos aniones junto con
moléculas de agua que muestran una orientacion preferencial, formando el plano interno de
Helmholtz (IHP). A continuacién se encuentra una capa de contraiones no especificamente
adsorbidos, con su respectiva capa de hidratacion, componiendo el plano externo de
Helmholtz (OHP). El volumen ubicado entre ambos planos de Helmholtz se denominada capa
de Stern. Finalmente se encuentra una capa difusa en la cual la interacciéon ya no es lo

suficientemente fuerte como para producir una adsorcion firme.®

- Bulk water
[ftuse
layer Mbﬂt’ﬂﬂj Hydrated
ATIOns calians
DHP —ete (¥ s W e R T PR Secondary
Stern layer I <— hound waier
THP, wi, —X S SR N WA I I T T D A . Y

PPN v L by Primary
T RN R A bound water
e

Figura 2.4.1. Modelo de doble capa de Stern para la superficie de un metal en medio acuoso.
Imagen tomada del libro “Physics and Chemistry of Interfaces - Hans-Jiirgen Butt, Karlheinz
Graf, Michael Kappl” .1°

Si consideramos que la superficie es una particula esférica cargada, al aplicar un
campo eléctrico en una solucién de particulas, éstas experimentardn una serie de efectos
definidos colectivamente como efectos electrocinéticos, moviéndose a favor del campo. Los
iones que se encuentran a una distancia 6 de la superficie (slippingplane), se moveran

junto con la particula debido a las fuertes interacciones. Mas alld de ese limite, los iones
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se moveran de manera independiente. Dicho limite se denomina superficie hidrodindmica
de corte. Aunque es dificil conocer con precisién su ubicacidn, se supone que se encuentra a
unos pocos diametros moleculares de la superficie del coloide. El potencial correspondiente a
esta distancia respecto del seno de la solucién se lo denomina potencial zeta (¢), bajo la
consideracion del modelo tedrico de Stern. En la Figura 2.4.2 se observa el esquema de una

particula en el cual se indican los potenciales en funciéon de la distancia a su superficie.

La medida del potencial zeta es de gran utilidad principalmente para determinar la
estabilidad de un sistema coloidal. De esta manera, si las particulas en suspension poseen un
potencial muy negativo o muy positivo, mayor a |[30mV|, tenderan a repelerse generando un

sistema estable con baja probabilidad de floculacién.
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' "
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Figura 2.4.2. Potencial eléctrico en funcidon de la distancia a la superficie de la
particula. Imagen tomada de “Zetasizer Nano Series User Manual. Man0317. Issue 1.1. Feb.
2004.”.Y

Al aplicar un campo eléctrico a una solucion compuesta por particulas esféricas
cargadas, estas se moveran con una velocidad Vo debido a la fuerza eléctrica ejercida por el
campo, Feictrica=0.E, que se igualard, en condiciones estacionarias, a la fuerza viscosa,
Fuiscosa=f.Vo. Considerando la Ley de Stokes para una particula de radio R, su velocidad se

expresa como:

_ _GE
Vo = 6mNRs (12)

donde q es la carga de la particula, E es el campo eléctrico y N la viscosidad del medio.

A partir de esta expresion, y considerando que la carga se puede escribir como g=ze, se
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puede obtener una ecuacion para la movilidad electroforética, Ue, siendo ésta la velocidad de
particulas cargadas respecto al liquido en el cual estan dispersadas por la aplicacién de un

campo eléctrico:

_ E _ ze
Ue = E ~ 6nNRs (13)

Debido a que las distancias dentro de la doble capa pueden ser consideradas grandes o
pequefias dependiendo de su magnitud relativa a la longitud de Debye, Ay (k2), existen dos
modelos que relacionan el potencial zeta () con la movilidad electroforética (U.); uno es el de

Hickel y el otro el de Smoluchowski.

El modelo de Hiickel describe el comportamiento de particulas esféricas en soluciones
de electrolitos diluidas donde la longitud de Debye (k) es grande en comparacién al radio de
curvatura de la particula. Esta situacién corresponde a kR;<0.1 y sus expresiones para el

potencial zeta y la movilidad electroforética son las siguientes:

_ q
( o 4neggRg (14)
U, = _2;?‘ (15)

donde € y & son la permitividad del medio y del vacio, respectivamente. El modelo de
Helmholtz-Smoluchowski describe el otro limite, donde k™ es despreciable respecto al radio de
curvatura de la superficie de la particula en cuestion. Esta situacidén es tipica en soluciones
concentradas de electrolito, cuyos iones apantallan intensamente la carga superficial y el
potencial cae rapidamente a cero. Esta situacion corresponde a kRs>1 y la expresion para la

movilidad es la siguiente:
U, = = (16)
€

Lamentablemente, la mayoria de los sistemas de interés en ciencia de coloides no se
corresponde con ninguno de los dos casos limite. Debido a esto, Henry dedujo una ecuacién
qgue responde a la zona de interés y que recupera la forma de las ecuaciones de Hiickel y de

Helmholtz-Smoluchowski en los limites:

Ve=22f@  (17)

donde f(a) es una funcién polinémica que se introduce al utilizar la expresion de Debye-Hiickel
y tiene en cuenta los efectos de retardo electroforético. Esta tiene una expresion para el limite
a=kR:<1 que difiere de la expresion para el otro limite, donde kRs>1. A fines practicos, f(a)2>1

para el limite de Hiickel y f{a)=>1.5 en el limite de Smoluchowski.*®
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En este trabajo se utilizd el limite de Smoluchowski ya que esta técnica se empled

para determinar el potencial zeta en condiciones de alta fuerza idnica.

Todas estas expresiones se conocen como ecuaciones de Henry y para deducirlas
se supone que la atmosfera idnica no es deformada por el campo externo aplicado y que
el potencial es lo suficientemente bajo tal que e/kT<1, donde e es la carga del electrén, Vel
potencial electrostatico, k la constante de Boltzmann y T la temperatura del sistema. Es decir,
la energia proveniente del movimiento térmico es considerablemente mayor a la energia de

interaccion electrostatica.

2.4.1 Velocimetria Doppler de Ldser

La técnica utilizada para medir la movilidad electroforética se denomina
Velocimetria Doppler de Laser (LDV). Esta consiste en la utilizacion de un laser proveedor
de un haz de luz coherente y monocromatica que irradia las particulas suspendidas del
fluido transparente contenido dentro de la celda (Figura 2.4.1.1) de manera de producir
un fendmeno de dispersién. La luz dispersada se combina con un haz de referencia, cuya
interferencia es colectada por la dptica que lo enfoca en un detector fotodiodo de avalancha
(APD). La sefial producida es de intensidad fluctuante debido al efecto Doppler que modifica
las frecuencias entre la luz incidente y la dispersada, a partir de la cual se puede obtener la
movilidad de las particulas que responden al potencial aplicado. De esta forma, la frecuencia
de la luz que percibe el detector no solo dependera de la frecuencia con la que irradia el

laser sino también de la velocidad a la que se mueven los objetos dispersores.

La cubeta esta formada por un capilar curvo en cuyos extremos se encuentran dos
electrodos, los cuales se ponen en contacto con la solucidn a medir, y a través de los que
se aplica un potencial a la solucién. El arreglo instrumental del equipo utilizado se muestra

en la Figura 2.4.1.2.

Figura 2.4.1.1. Celda de micro-electroforesis utilizada para medir potencial zeta. Imagen tomada de “Zetasizer
Nano Series User Manual. Man0317. Issue 1.1. Feb. 2004”.Y7
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Figura 2.4.1.2. Esquema representativo del equipo Zetasizer Nano ZS. Imagen tomada de “Zetasizer
Nano Series User Manual Man0317. Issue 1.1. Feb. 2004”.7

2.5 Dispersion dinamica de luz (DLS)

La distribucién del tamafio de particula es una propiedad fundamental para

caracterizar sistemas de particulas en suspension.®

Existen diversos equipamientos para medir el tamafio de particula de una muestra. En
el presente trabajo se utilizard la técnica de dispersidon dindmica de la luz (Dynamic Light
Scattering, DLS). Esta permite caracterizar sistemas coloidales en un rango aproximado de
entre 1 nmy 5 um, ademas de ser una técnica no invasiva. A diferencia de la dispersion de luz
estatica, para determinar el tamafio de las particulas la dispersion de luz dindmica no tiene en
cuenta la dependencia con el dngulo, sino la variacién de la intensidad de dispersién en el
tiempo. Los haces de luz dispersados por distintas particulas interfieren entre si y se obtiene

una intensidad de dispersion determinada.?°

Al hacer incidir un haz de luz laser polarizada sobre un sistema de particulas en
suspension se formara un patrén de scattering cuyas caracteristicas dependeran del tamafio
de particula y de la relacidn entre este Ultimo parametro y la longitud de onda incidente (A). Se

pueden distinguir tres tipos de patrones:

e Rayleigh: describe un patrén de dispersion similar en todas las direcciones, es decir

isotrdpico, y se obtiene para particulas menores a 50 nm.
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e Mie: describe un patrén anisotrdpico, se obtiene para particulas de tamafo
intermedio, entre 50 y 500 nm.
e Fraunhofer: se caracteriza por una fuerte dispersién hacia adelante y débil hacia

atras. Se observa para particulas mayores a 1 um.

En este trabajo se utilizé la técnica DLS para determinar la distribuciéon de tamafio
particulas en la escala nanométrica, donde solo se registran patrones de dispersién del tipo

Rayleigh y Mie.

Las particulas suspendidas en un liquido poseen un minimo de energia cinética que les
permite desplazarse, producto de colisiones aleatorias con otras particulas del solvente que las
rodea; este comportamiento se denomina movimiento Browniano. Las particulas de mayor
tamano tenderan a moverse mds lentamente que las de menor tamano. Dicha circunstancia se
ve plasmada en la ecuacién de Stokes-Einstein para particulas esféricas de radio Rs y

coeficiente de difusion traslacional D:%*

kT
6ml|Rg

(18)

donde k es la constante de Boltzmann, N la viscosidad del medio dispersante y T la

temperatura del sistema.

El movimiento Browniano de las particulas en suspensiéon origina fluctuaciones
temporales en la intensidad de la luz dispersada que son inversamente proporcionales al
coeficiente de difusidn traslacional de las particulas en ese medio. La fluctuacién es mayor
para particulas pequefias que se mueven rapidamente, como se puede observar en la Figura

2.5.1, a diferencia de particulas grandes cuyos movimientos son mas lentos.

La técnica de DLS consiste en determinar las fluctuaciones temporales de la luz
dispersada vy, a través de la ecuacion de Stokes-Einstein, encontrar una distribucién de tamaio

de particula representativa de toda la muestra.

Laser
Small 7 \, Large
Particles . “, Particles

i

<
=
$

Time Time
Figura 2.5.1. Fluctuacion de la intensidad de la luz dispersada a lo largo del tiempo para particulas grandes y
pequefias. Imagen tomada de pagina de internet.??
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Estas fluctuaciones son detectadas mediante una funcidon de correlacidon, la cual
presenta un decaimiento exponencial. Esta compara la intensidad de la sefial a un tiempo Ty lo
correlaciona con la intensidad a un tiempo t+At, donde el At es del orden de los nanosegundos
y la correlacién perfecta es 1, asi como el resultado de la no correlacidn se identifica con el 0.
Un esquema de esta funcion para los dos extremos de particulas grandes y pequefias se puede

observar en la Figura 2.5.2.

El arreglo instrumental del equipo utilizado en este trabajo se muestra en la Figura

2.5.3.
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Figura 2.5.2. Dependencia de la funcion de correlacion con el tamafo de particula. Grafico tomado de “Zetasizer
Nano Series User Manual. Man0317. Issue 1.1. Feb. 2004”.17
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Figura 2.5.3. Esquema de los mdédulos que se utilizan para medir el tamafio de particula. Diagrama tomado de
“Zetasizer Nano Series User Manual. Man0317. Issue 1.1. Feb. 2004”.%7
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2.6 Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)

La espectroscopia fotoelectrénica de rayos X, conocida como XPS por su sigla en inglés,
es una técnica analitica, principalmente de superficie, que se basa en el efecto fotoeléctrico.
Permite la caracterizacidn quimica de superficies de materiales con una profundidad maxima
de andlisis de hasta 10 nm, proporcionando informacién acerca de la distribucién y poblacién
de los niveles de energia electrdonicos con lo que es posible determinar qué elementos se
encuentran en la muestra, qué estados quimicos presentan y en qué cantidades estan

presentes.

Esta técnica consiste en irradiar un material determinado con fotones de energia hv,
los cuales interaccionan con electrones ubicados en niveles de energia determinados,
correspondientes a los atomos que constituyen la muestra de estudio. Si la energia del fotén
es mayor que la energia de enlace Ez(Binding Energy, BE) del electrén en la especie quimica

analizada, se produce la emisién de un fotoelectrdn con una energia cinética Ex.

La relacién entre la energia de los fotones irradiados y la energia cinética de los

fotoelectrones es la siguiente:
Ex,=hv—Ez—@ (19)

donde ¢ es la funcidn trabajo. Esta ecuacién permite interpretar el proceso de fotoemisién

como un proceso elastico.

Esta técnica se realiza en condiciones de alto vacio, normalmente mayor a 10”7 Pa.” Los
fotoelectrones emitidos pertenecen a niveles electrénicos cercanos al nucleo debido a la
exposicion de la muestra a radiacién de rayos X.2* Dependiendo del nivel electrénico
involucrado en la emision variard la energia de enlace. De esta manera cuanto mas interno sea
el electron emitido, mayor serd la energia de enlace, por lo que la energia del fotdn incidente

deberd ser més elevada.

Una vez que el fotoelectrén es emitido, el hueco generado se ocupa por la transicidon
de un electrén de un nivel mas externo, donde la diferencia de energia entre los estados de
dicha transicién es o bien emitida como un foton o bien utilizada para emitir un segundo

electrén denominado electron Auger o secundario (Figura 2.6.1).

Por otra parte, los espectros de XPS estan formados por una serie de picos, sobre un
background (o fondo), producido por los choques ineldsticos de los electrones que pierden la
mayor parte de su energia antes de abandonar la muestra. La energia de los rayos X utilizados

limita los niveles electréonicos de cada elemento que pueden sufrir fotoionizacién, por lo que
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solo fotoemiten los niveles con mayor seccién eficaz de absorcion de los fotones incidentes.
Para cada elemento quimico se observa siempre un conjunto de picos a unas energias
caracteristicas que permiten identificarlo claramente, utilizando habitualmente el pico
fotoelectrénico mas intenso o pico principal, para realizar el andlisis cuantitativo y de estado
quimico. Ademas de este tipo de picos, pueden aparecer otros debidos a diferentes procesos

haciendo que el espectro XPS y, por tanto su andlisis, sean en ocasiones complejos.?

La capacidad de la técnica para distinguir entre estados quimicos de un mismo
elemento y su sensibilidad superficial (primeras capas atémicas de un sdélido) han hecho que
sea una técnica muy empleada en el drea de quimica de superficies. A pesar de ser reconocida
como una técnica no destructiva, en el caso de materia blanda puede observarse dafio por

radiacion si el tiempo de analisis es prolongado.
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Figura 2.6.1. a) Esquema del efecto fotoeléctrico en un dtomo cuando hv>>Egque crea un hueco en el nivel
electrénico. b) Fendmeno Auger en un dtomo. Esquema tomado del trabajo “Caracterizacion quimica de
nanosuperficies. Introduccion a la espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS)”.26
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3. Materiales y equipamiento

3.1 Sustancias y materiales utilizados

v/ KCl (Anedra).

v Soluciones HCl y NaOH para llevar a pH.

v’ Polietilenimina (PEl) para modificar sustratos de vidrio (Sigma-Aldrich).

v’ Buffer HEPES (Sigma-Aldrich).

v Dihidrdgeno fosfato de potasio (KH,PO,) (Cicarelli).

v' GOx, enzima utilizada para la construccién de ensamblados (Calzyme).

v'  Dextrosa anhidra (Anedra).

v" OsPAH (sintetizado por la Dra. Lorena Cortez).

v" MPS para modificar los electrodos de oro (Anedra).

v' Metanol anhidro (Dorwil).

v Citrato de sodio (CeHsNa305 - 2 H,0) utilizado para la sintesis de nanoparticulas de
Au (Anedra).

v" PAH utilizado en la sintesis del PAH-Fc (Sigma-Aldrich).

v Borohidruro de sodio, NaBH4 (Sigma-Aldrich).

v Ferrocencarboxaldehido (Fc-COH) utilizado como reactivo en la sintesis del PAH-Fc
(Sigma-Aldrich).

v Trietilamina (TEA) (Sintorgan).

v" Acido clorodurico (HAuCls) como precursor en la sintesis de nanoprarticulas de oro
(Sigma-Aldrich).

v" Alimina 0.5 um (Sigma-Aldrich).

3.2 Equipamiento

v"  Potenciostato

La respuesta electroquimica de los ensamblados construidos en este trabajo se evalud

a través de la técnica de voltamperometria ciclica. Todas las medidas electroquimicas se

llevaron a cabo utilizando un potenciostato Reference 600 de la marca Gamry.?”” Para estas

medidas se utilizé una celda de tefléon con un arreglo de 3 electrodos. El area del electrodo de

trabajo que se encuentra en contacto con la solucién de medida es de 0.15 cm?. El

potenciostato y la celda se muestran en la Figura 3.2.1:
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Figura 3.2.1. A la izquierda se presenta una imagen de la celda utilizada con sus respectivos electrodos y
conexiones. A la derecha se muestra el potenciostato utilizado. Imagen tomada del “Reference 600 - Operators
Manual”.?’

v Espectrometro ultravioleta-visible (UV-vis)

Con el objetivo de determinar la cantidad de centros de ferroceno presentes en el
polimero sintetizado e identificar el crecimiento de una serie de bicapas de ensamblados
construidos a través de la técnica LbL mediante absorcién, se utilizé un espectrometro UV-
visible Agilent 8453,que se observa en la Figura 3.2.2, en el que se midieron las muestras a

través de una cubeta de vidrio.?®
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Figura 3.2.2. Espectrometro UV-vis Agilent 8453. Imagen tomada del manual del equipo.?®

v Equipo de resonancia de plasmdn superficial (SPR)

Para la medida de SPR se utilizé el equipo SPR Navi 210A de la firma BioNavis (Figura

3.2.3).2 Este equipo cuenta con dos fuentes laser. La utilizada en este trabajo fue la de 785
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nm. Ademas, cuenta con la posibilidad de inyectar soluciones de forma manual a través de la
celda de medida.
Los sensores de oro utilizados fueron provistos por BioNavis. Para su modificacién,

fueron inmersos en una solucién 20 mM de MPS en 10 mM de H,SO4. Posteriormente se

los lavé con agua destilada y se los modificé con PAH-Fc dejando que se sequen al aire.

Figura 3.2.3.SPRNavi 210A. Imagen tomada del manual del equipo.?®

4 Zetasizer (Equipo de potencial zeta y DLS)

Las técnicas de DLS y potencial zeta se utilizaron para determinar tamano y carga de
las nanoparticulas de oro sintetizadas en este trabajo. El equipo utilizado fue un Zetasizer

Nano ZS 3600 de la firma Malvern, que se observa en la Figura 3.2.4."7

Este equipo posee una fuente laser de 633 nm y un angulo de medida de 17°. Las

medidas se llevaron a cabo a 25°C.

Figura 3.2.4. Equipo utilizado en la determinacidn de potencial zeta y DLS. Imagen tomada del manual del equipo.?’
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La celda utilizada para la medida de potencial zeta fue una celda DTS1060 (Figura
3.2.5) la cual consta de un volumen minimo de 0.75 ml, a la que se le aplicé un voltaje de celda
de 30 V entre sus electrodos de manera de llevar a cabo la determinacién. Para las medidas de

tamafio de particula se utilizé una celda DTS0012 como la que se muestra en la Figura 3.2.5.

Figura 3.2.5. A la izquierda se observa la celda DTS1060 utilizada en la determinacidn de potencial zeta, con
solucion de nanoparticulas de Au. A la derecha se encuentra la celda DTS0012 utilizada en la medida de tamafio de
particula. Imagen tomada de “Zetasizer Nano Series User Manual. Man0317. Issue 1.1. Feb. 2004”.17

v Equipo de espectroscopia fotoelectrdnica de rayos X (XPS)

Las determinaciones fueron realizadas por personal técnico de un laboratorio
colaborador en el instituto BiomaGune (Espafia). Estas medidas fueron realizadas utilizando un
equipo SPECS SAGE HR 100. Se utilizé una fuente de rayos X de Mg Ka (1253.6 eV), a 12.5 kV y

10 mA. Los espectros se hicieron a 30 y 15 eV. El dngulo “take of” fue de 90° y operado a una

presion de 8.10° mBar.
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4. Sintesis del polimero PAH-Fc

A fin de crear distintas configuraciones de ensamblados electroactivos, se sintetizé un

polimero con centros rédox, segun las siguientes reacciones:

<7
CH o NN F‘e
'{/ Z\CH/]/n | <= TEA \ >
/ * c Fie 7‘? CH
H,C H S / 2
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NH5CI CHz n
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Para ello se colocaron 200 ml de metanol anhidro y 150 mg de
PAH en un balén de 500 ml con un buzo magnético. Se le agregaron 2.6
ml de trietilamina (TEA) y se dejé agitando hasta su disolucion. La TEA
es una amina terciaria que se agrega para desprotonar las aminas del

polimero, de manera de activar la PAH para la siguiente reaccion.

Seguidamente se realizaron dos agregados mas de 50 mg de

PAH disueltos en metanol y se dejé agitando durante tres horas.

En paralelo, se colocd un balén de 100 ml sobre un agitador al
que se le agregaron 50 ml de metanol anhidro y 80 mg de

ferrocencarboxaldehido (Fc-COH), bajo agitacion magnética.

Transcurridas las tres horas de agitacion, se transfirid la

solucion Fc-COH/Metanol a una ampolla de compensacién de 100 ml y

se goted sobre la solucion de PAH/metanol lentamente
(aproximadamente 1 gota por segundo) bajo agitacion, como se ilustra Figura 4.1. Sintesis

en la Figura 4.1, de manera de obtener la base de Schiff  deFc-PAH. Fc-COH

en ampolla de
correspondiente. Este sistema se dejé agitando toda la noche a compensacién y

temperatura ambiente. PAH + TEA en baldn.

Al cabo de 24 horas, se colocé el balén sobre un bafio de hielo y

luego de unos minutos se adicionaron 400 mg de NaBH,, como agente reductor, de a
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pequenas porciones dejando en bafio de hielo overnight. En este paso se observé un pequeio

burbujeo luego de cada agregado.

Luego de 24 horas, una vez obtenida la solucion del polimero deseada, se procedid a
eliminar el solvente en un rotavapor, aplicando una presion de 35 mBar y utilizando un bafio

de agua destilada a 30°C.

Finalmente, se obtuvo un producto sélido que se redisolvié en una solucién de 100 ml
de agua destilada y 3 ml de acido clorhidrico (HCI) 1M. El pH de esta solucién de polimero

arrojé un valor entre 5y 5.5.

4.1Purificacion por didlisis

En la solucidn obtenida como producto de la sintesis se encuentran, ademas del
polimero deseado, trazas de reactivos que no reaccionaron y también restos de reactivos
colocados en exceso. Por este motivo se procedid a realizar una purificacién del producto

mediante dialisis.

Para ello, se utilizaron tres tubos de membrana de celulosa de tamafio de poro de 14
kDa y 20 cm de longitud, los cuales fueron lavados exhaustivamente con agua corriente y luego
con agua destilada, de manera de retirar de su superficie la capa de glicerina que actia como
humectante. Ademds, se los dejo en agua destilada a 80°C por 1 h para lograr la hidratacién

adecuada, y finalmente se volvieron a enjuagar con agua destilada.

Una vez acondicionadas las membranas se vertié dentro de ellas aproximadamente 35
ml de solucién del polimero sintetizado. Seguidamente se las sumergio en agua destilada con
agitacion durante 5 dias, renovando el agua dia a dia. Trascurrido este tiempo se observé un
precipitado dentro de las tres membranas, atribuido al exceso de Fc-COH. Por lo tanto, se
procedidé a centrifugar estas soluciones en tubos Falcon, a 7000 RPM durante 35 minutos,
recolectando el sobrenadante y descartando el pellet del fondo del tubo. El volumen final de

solucién obtenida fue de 108 ml, y su pH de 5.5.

Esta solucién de polimero fue la que se utilizé a lo largo de este trabajo. De manera de
determinar su concentracion en la solucidon producto de la sintesis, se tomdé un mililitro de
solucion y se colocé en una estufa hasta secado completo. Al cabo de algunas horas se peso la
capsula y por diferencia de pesada se determind el peso correspondiente a los sélidos
presentes en el mililitro de soluciéon, obteniendo como resultado una concentracién

gravimétrica de 2.3 mg ml™.
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5. Caracterizacion del polimero PAH-Fc

A fin de obtener mayor informacion sobre el polimero sintetizado se procedié a
caracterizarlo. Por un lado, se determind el contenido total de hierro, con la finalidad de
especificar el grado de modificacién del PAH-Fc sintetizado. También se realizaron estudios

electroquimicos utilizando la técnica de voltamperometria ciclica.

5.1 Determinacion del grado de modificacion

Una forma de determinar la cantidad de residuos de PAH que reaccionaron con Fc-
COH formando enlaces covalentes para dar origen al polimero electroactivo PAH-Fc, es
determinar la proporcion de hierro (Fe) y nitrogeno (N) presente en el polimero, mediante

espectrofotometria UV-visible.

Con este propdsito, se prepararon soluciones de Fc-COH de distintas concentraciones
en una mezcla 3:1 metanol:agua, a las que se les midié la absorbancia a 440 nm, longitud de
onda aproximada a la cual absorbe el hierro en el entorno del ferroceno.?® De esta manera se
realizd una curva de calibracion, graficando la absorbancia medida en funcidon de las
correspondientes concentraciones (Figura 5.1.1), a partir de la cual se determiné el valor del
coeficiente de extincién molar, €, utilizando la Ley de Lambert-Beer. Esta Ley expresa una
relacion lineal entre la absorbancia medida y la concentracion de la muestra (Ecuacion 10). El
valor del coeficiente de extincién molar se obtuvo a partir de la pendiente de la grafica de la

Figura 5.1.1, arrojando un valor de e=611.15 L/cm mol.

Por otro lado, se realizaron diluciones a partir de la solucion de PAH-Fc obtenida en la
sintesis, en una mezcla 3:1 metanol:agua, y se determindé su correspondiente absorbancia a
440 nm, corroborando un comportamiento lineal a medida que se incrementa la

concentracién del polimero en la solucién de medida.

A partir de los correspondientes valores de absorbancia determinados, teniendo en
cuenta las diluciones realizadas y utilizando el valor de € hallado anteriormente, se utilizé la
Ley de Lambert-Beer para hallar la concentracién molar de hierro presente en la solucion de

PAH-Fc sintetizada.
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Figura 5.1.1. Absorbancia de soluciones de distintas concentraciones de Fc-COH.

Los resultados de absorbancia para cada una de las diluciones de la soluciéon de PAH-Fc
en funcidn de la concentracion de Fe calculada se muestran en la Figura 5.1.2, donde puede
comprobarse que el rango de absorbancias medido corresponde al rango en el que se verificd

el cumplimiento de la Ley de Lambert-Beer.

Teniendo en cuenta estos resultados, y considerando los pesos moleculares de los
residuos modificados con ferroceno y sin modificar (Figura 5.1.3), se determiné el grado de
modificacién porcentual de la PAH tal como se expresa en la Ecuacién (20). Para ello, se
determind previamente la concentracion gravimétrica de la solucién de polimero mediante su

peso seco, resultando ser de 2.3 mg ml™.

Teniendo en cuenta que la PAH se encuentra protonada y con su respectivo contraion
en solucién alrededor de un pH neutro, y que el pH determinado en la sintesis del PAH-Fc fue

de 5.5, se asume una configuracion protonada para el residuo de PAH sin modificar.

molesFc x
molesFc+molesPAH (sinmodificar)

Grado de modificacion = 100 (20)
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Figura 5.1.2. Absorbancia de Fe a 440 nm para distintas soluciones del polimero PAH-Fc sintetizado en funcién de la
concentracioén calculada de Fe.
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Figura 5.1.3. Distincidn de pesos moleculares para los residuos modificados y sin modificar del polimero sintetizado

PAH-Fc.

El grado de modificacién promedio determinado a partir de los valores para cada una
de las soluciones de PAH-Fc a las que se les midié la absorbancia, fue de 21.02 %. Es decir que
de cada 100 residuos de PAH, aproximadamente 20 reaccionaron con Fc-COH para formar el

polielectrolito con centros rédox deseado.

El porcentaje de modificacidén alcanzado mediante dicha sintesis fue relativamente alto

considerando el impedimento estérico ocasionado por el voluminoso grupo ferroceno.
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5.2 Caracterizacion electroquimica

De manera de estudiar la respuesta electroquimica del PAH-Fc sintetizado, se

realizaron varios ensamblados sobre sustratos de oro y grafito.

5.2.1 Formacion de ensamblados

Para lograr la adsorcién del polimero sobre sustratos de oro, se tuvo en cuenta la
capacidad de los tioles para formar monocapas autoensambladas sobre superficies de oro.3'En
este trabajo se empled el compuesto MPS (3-mercapto-1-propanesulfonic acid sodium salt)
para funcionalizar los sustratos. Estos se pusieron en contacto con una solucién 20 mM de
MPS en 10 mM de H,SO4 durante 14 horas aproximadamente. Trascurrido este tiempo, se los
lavé tres veces sumergiéndolos en agua destilada y se los dispuso en una placa de Petri donde
se procedid a modificarlos con el polimero. Las soluciones de MPS fueron preparadas siempre

al momento de su utilizacidn a fin de evitar la oxidacion del tiol en el aire.

La interaccién MPS/PAH-Fc es de tipo electrostatica ya que el MPS, por tener un grupo
sulfonato, posee carga negativa en solucidn, y el PAH-Fc sintetizado se encuentra mayormente
protonado a un pH de 5.5. Con la finalidad de encontrar la mejor forma de pegado del PAH-Fc
sobre la superficie Au/MPS se evaluaron diferentes condiciones de fuerza idnica. Para ello se
colocaron, sobre la superficie de los sustratos, soluciones de PAH-Fc con diferentes
concentraciones de KCl: 0, 0.02, 0.05 y 0.1 M (Figura 5.2.1.1). Al cabo de 15 minutos, el exceso
de estas soluciones fue retirado con pipeta automatica para luego dejarlos secar al aire
durante algunos minutos.

De esta manera se construyeron ensamblados [Au/MPS/PAH-Fc] variando la fuerza
ionica, los cuales fueron evaluados electroquimicamente mediante la técnica de
voltamperometria ciclica.

La celda utilizada consta de un arreglo de tres electrodos empleando el sustrato
modificado como electrodo de trabajo, un alambre de platino como contraelectrodo y un
electrodo de Ag/AgCl como referencia. El electrolito de medida para estas determinaciones fue
una solucion 5 mM de buffer HEPES preparada a partir de solucion 0.1 M de KCl, llevado a pH
7.4. Este buffer no es quelante, regula en pH 7 y no interacciona con proteinas, es por lo que

se utiliza frecuentemente en ensayos bioldgicos.
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Figura 5.2.1.1. Modificacién de sustratos de Au con PAH-Fc.

Normalmente, al inicio del ciclado se observan sefiales de corriente
voltamperométricas importantes, que van disminuyendo al aumentar la cantidad de ciclos
medidos. Considerando esto, se cicld cada electrodo en solucidn buffer hasta lograr una sefial
estable a una velocidad de barrido (v) de 200 mV s (aproximadamente 100 ciclos), seguidos
por 2 ciclosa 10 mV s™.

Superponiendo los Ultimos voltamperogramas obtenidos a 200 mV s? para cada
condicidon de modificacidn, se puede observar en la Figura 5.2.1.2 que la condicién optima de
fuerza idnica para la cual se obtuvo la mayor corriente de pico fue la de concentracion 0.1 M
de KCl.

También se preparé una solucién de PAH-Fc con una concentracién 0.5 M de KCl, la
cual a los pocos minutos reveld un precipitado, por lo que no se llevé a cabo la modificacidn
del sustrato.

Una vez determinada la mejor condicidn de fuerza iénica para la modificacion del
electrodo, se evalud el pegado del polimero llevandolo a pH 8. Se compararon los siguientes
ensamblados en el buffer de medida:

v" [Au/MPS/PAH-Fc + 0.1 M KCl]
v' [Au/MPS/PAH-Fc + 0.1 M KCl+ pH 8]
v [Au/MPS/PAH-Fc + pH 8]

En esta ocasidon se extendid el tiempo de modificacidon de los sustratos con PAH-Fc,
dejandolos en contacto por 14 horas, de manera de evaluar si la variacién de este pardmetro
tiene influencia en el pegado del polimero. También se los dejé secar al aire por al menos 2

horas para evitar desprendimiento de material durante el ciclado del electrodo.
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Figura 5.2.1.2. Voltamperogramas del sistema Au/MPS/PAH-Fc en distintas condiciones de fuerza idnica, medido en
solucién 5 mM de buffer HEPES preparada a partir de solucién 0.1 M de KCl, llevado a pH 7.4. v=200 mV s,

Comparando todos los voltamperogramas obtenidos a una velocidad de barrido de 200
mV s? para cada ensamblado (Figura 5.2.1.3), se puede observar que la sefial de corriente
mayor corresponde a la condicién de fuerza idnica dada por una concentracién de 0.1 M de KClI
sin alcalinizar. Esta fue adoptada para las siguientes modificaciones de sustratos en este

trabajo.

Al comparar el voltamperograma correspondiente al ensamblado [Au/MPS/PAH-Fc]
en 0.1 M de KCI de las Figuras 5.2.1.2 y 5.2.1.3, se puede observar una sefial de corriente
mayor para el ensamblado que permanecié mas tiempo modificdndose con PAH-Fc. Por lo que
se concluye que el tiempo de modificacién en contacto con el polimero es un factor a tener en

cuenta. A partir de este analisis, los proximos ensamblados se dejaron modificar por 14 horas.

Ademads, de manera de evaluar la respuesta electroquimica del polimero en otra

superficie, se construyeron ensamblados sobre electrodos de grafito.

En el grafito los atomos de carbono estan unidos covalentemente en el mismo plano
formando estructuras hexagonales cuyas laminas interaccionan principalmente a través de
fuerzas de Van Der Waals por medio de orbitales m. Esta estructura le confiere una serie de
caracteristicas dentro de las cuales se encuentra su capacidad como conductor de la corriente
y el calor, ademas de atribuirle una alta rugosidad y porosidad a su superficie. Debido a esto,

no es necesario realizar una funcionalizacidn inicial de dichos sustratos para la construccién de
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los ensamblados, ya que el polimero queda adsorbido sobre su superficie al ponerlos en

contacto.

12 - .
PAH-Fc + 0.1 M KCI
9 - ——PAH-Fc + 0.1 M KCI + pH=8 .
— PAH-Fc pH=8
6 | -
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Figura 5.2.1.3. Voltamperogramas del sistema Au/MPS/PAH-Fc formado en condiciones de 0.1 M de KCl, 0.1 M de
KCl + pH=8 y pH=8, medidos en solucién 5 mM de buffer HEPES en 0.1 M de KCl, pH 7.4. v=200 mV s,

Con la finalidad de evaluar la mejor condicién de modificacién de estos electrodos con
PAH-Fc se construyeron ensamblados en las Ultimas tres condiciones evaluadas anteriormente
(0.1 M de KCI, pH=8 y 0.1 M de KCI + pH=8). Para esto, se pulid la superficie del electrodo de
grafito con aliumina de 0.5 um de manera de homogeneizar la superficie y retirar cualquier
impureza que pueda interferir tanto en la modificacion como en las medidas electroquimicas
posteriores. Seguidamente, se colocaron 10 plL de solucion de polimero en cada condicién de
modificado, sobre tres electrodos respectivamente, cubriendo uniformemente su superficie y
dejando secar al aire. Este procedimiento se repitié 4 veces con la finalidad de lograr un alto

grado de modificacion.

A cada uno de estos electrodos se los ciclé a una velocidad de barrido de 200 mV s en
solucion 5 mM de HEPES en 0.1 M de KCl, a pH 7.4, y finalmente se midieron 2 ciclosa 10 mV s
!, Comparando los voltamperogramas obtenidos para cada electrodo a esta ultima velocidad
(Figura 5.2.1.4), se puede observar que, al igual que para los electrodos de Au, la mejor

condicion de modificado es PAH-Fc + 0.1 M de KCI.
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Figura 5.2.1.4. Voltamperogramas del sistema Grafito/PAH-Fc en condiciones de 0.1 M de KCl, pH=8 y 0.1 M de KCl
+ pH=8, medidos en solucién 5 mM de buffer HEPES en 0.1 M de KCI, pH 7.4. v=10 mV s,

5.2.2 Estudio de la velocidad de barrido

Una vez determinadas las condiciones dptimas para la construccion de ensamblados,
se procedié a estudiar el comportamiento del sistema Au/MPS/PAH-Fc frente a la variacion de

la velocidad de barrido.

Se observa que a bajas velocidades de barrido (v=10 mV s?) se obtienen
voltamperogramas cuyas caracteristicas responden a un sistema reversible, tomando la forma
de la Figura 2.1.2 del capitulo 2. Sin embargo, a medida que la velocidad de barrido va
aumentando, la velocidad de transferencia de carga se va haciendo mas lenta respecto del
cambio de potencial, por lo que el voltamperograma comienza a distorsionarse perdiendo su
simetria. Este es el caso de reacciones cuasireversibles, cuyas expresiones para los pardmetros
de pico se indicaron en las Ecuaciones (6) y (7) del capitulo 2, donde la i, posee una

dependencia lineal con la velocidad de barrido, v, y el E,depende linealmente con el log v.

Bajo la consideracién de reacciones cuasireversibles, se midié una secuencia de
voltamperogramas a diferentes velocidades de barrido, desde 20 hasta 700 mV s?, cuya
respuesta se muestran en la Figura 5.2.2.1, donde la flecha indica la direccion de aumento de

la velocidad de barrido.
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Figura 5.2.2.1. Voltamperogramas del sistema Au/MPS/PAH-Fc medido a distintas velocidades de barrido, desde 20
hasta 700 mV s, en solucién 5 mM de buffer HEPES en 0.1 M de KCI, pH 7.4. v=200 mV s,

En la Figura 5.2.2.2 se muestra la dependencia de las corrientes de pico con la
velocidad de barrido, donde se evidencia el comportamiento lineal tanto para el pico anddico

como para el catddico, siendo las pendientes similares en ambos casos.

También se representaron en un mismo grafico los valores de Eps, Epcy Epis2frente al
log v (Figura 5.2.2.3), donde los valores de Ep;» fueron determinados como el promedio de

ambos potenciales de pico para cada velocidad.

Bajo la condicion de reversibilidad, observada a bajas velocidades de barrido en las
cuales se identifica la simetria de las ramas anddicas y catddicas de los voltamperogramas, se
puede determinar el valor del potencial formal E°“ a partir del promedio de los E,1/,. De esta
manera, se promediaron los valores de E,i/> obtenidos experimentalmente para las velocidades
de barrido entre 20 y 300 mV s (regidn lineal representada en la Figura 5.2.2.3) obteniendo

un valor de E% =346 mV.
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6. Ensamblados de PAH-Fc y nanoparticulas de oro

Con el objetivo de evaluar la posibilidad de interaccion del polimero con otros bloques
de construccidn y su integracion electroquimica en el disefio de materiales de electrodo, se
construyeron ensamblados capa a capa utilizado nanoparticulas de oro como contraparte
negativa. Para esto, previamente se llevd a cabo la sintesis y caracterizacién de nanoparticulas

de oro.

6.1 Sintesis de nanoparticulas de oro

Con la finalidad de sintetizar nanoparticulas de oro, se empled un protocolo adaptado
de métodos reportados basados principalmente en la reduccién de Au con citrato a
temperatura de ebullicion. Este método es uno de los mas utilizados para llevar a cabo dicha

sintesis. 32

Para esta sintesis, se colocaron en un balén100 ml de agua milliQ con 50 ul de una
solucién 30% de acido cloroaurico (HAuCls). Seguidamente, el baldn, al que se le acopld un
refrigerante con reflujo, se puso en contacto con un bafio de silicona sobre una platina
calefactora, de manera de generar una distribucion homogénea de la temperatura. Mientras la
solucion llegaba a ebullicidon, se mantuvo una agitacién magnética vigorosa. La temperatura
alcanzada por el bafo para lograr la ebullicién de la mezcla fue de 127 °C. En ese momento se
agregaron rapidamente con jeringa, a través de un septum de goma directamente al balén, 4
ml de solucién 1 % de citrato de sodio (CsHsNasO7 - 2 H,0). Se disminuyd la agitacion y se dejé
en ebullicién por 10 minutos. En el trascurso de este tiempo la coloracién de la solucién viré de
amarillo a un violaceo similar al color del vino tinto. Finalmente se dejé enfriar a temperatura

ambiente. El valor final de pH de esta solucidon fue de 6.

6.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de oro

En esta sintesis, el tamafio de particula depende principalmente de la proporcién de
sus reactivos.® Debido a esto la concentracidn utilizada de citrato fue aproximadamente un
orden de magnitud mayor que la correspondiente a HAuCl,, obteniendo particulas de tamafo

nanométrico. Ademas, el excedente de citrato les confiere estabilidad en solucidn. Por otra
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parte, la disminucién de la temperatura durante la sintesis y la fluctuacidn del pH son variables
gue pueden afectar la morfologia de las nanoparticulas.

Una vez sintetizadas, se procedi6 a caracterizar las nanoparticulas. Para ello se midid la
distribucidon del tamafio de particula, mediante la técnica de DLS, asi como también se
determind su potencial zeta. Para ambas determinaciones se utilizé un equipo Zetasizer Nano
ZS 3600 de la firma Malvern, a 25°C.

Para la determinacion de tamafio de particula se colocé la solucién de las
nanoparticulas en una cubeta de vidrio. Como resultado de esta medida se obtuvo una funcién
de distribucion que se puede observar en la Figura 6.2.1, la cual indica que la mayor cantidad
de particulas en la muestra presentan un tamano alrededor de 15 - 30 nm.

Por otra parte, para la determinacion del potencial zeta de las nanoparticulas, se
colocd solucidon de éstas en una celda en forma de U, la cual cuenta con dos electrodos
metalicos en sus extremos a través de los que se aplicé una diferencia de potencial de 30 V,
detectando un patréon de dispersion de luz fluctuante a partir del que se determina la
movilidad electroforética de las particulas segun el potencial aplicado. Tomando un promedio
de cinco medidas sucesivas de potencial zeta realizadas, se obtuvo un valor de potencial de -

30.24 mV, lo que nos indica que el sistema es estable con baja probabilidad de floculacién.

Porcentaje en volumen

1 1 1 1 I 1 I 1 1 1
-0 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Diametro de particula (nm)

Figura 6.2.1. Funcidn de distribucidn de tamafo de particulas. Medida a 25 °C.

6.3 Ensamblado LbL y determinaciones electroquimicas

Se construyé una serie de ensamblados moleculares mediante la técnica LbL a partir de
PAH-Fc + 0.1 M de KCl y nanoparticulas de oro como contraparte negativa, sobre sustratos de

Au. De esta forma se buscé incorporar una mayor cantidad de centros rédox y asegurar una
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buena conectividad electroquimica en todo el material depositado. El método de
autoensamblado capa por capa permite la modificacién de electrodos con un control sobre el
espesor, la composicién interna y la carga superficial de la pelicula. La construccién de estos
ensamblados tiene su base en la adsorcidén electroestatica, donde se va invirtiendo la carga

superficial a medida que se van formando las distintas capas.

Este ensamblado se construyé dentro de la celda electroquimica de manera de
registrar el crecimiento de cada capa mediante la técnica de voltamperometria ciclica. Para
ello se funcionalizé un sustrato de Au sumergiéndolo en una solucién 20 mM de MPS en 10
mM de H,SO; durante 14 horas aproximadamente. Transcurrido este tiempo se lo lavo,
sumergiéndolo tres veces en agua destilada, se lo colocd en la celda, y se le realizd un
voltamperograma en solucién 5 mM de buffer HEPES preparado a partir de soluciéon 0.1 M de
KCl llevada a pH 7.4, a fin de corroborar que su superficie se encuentre completamente limpia,
de manera de evitar la interferencia de cualquier impureza. Finalmente, se retird el electrolito
de la celda lavando ésta cuidadosamente con agua destilada y se llevd a cabo la construccion

del ensamblado. El procedimiento fue el siguiente:

e Se colocd solucién de PAH-Fc + 0.1 M de KCl durante 10 minutos.
e  Se retird la solucidn, enjuagando la celda con A.D.

1 BICAPA
e Se coloco solucion de Au-NPs durante 10 minutos.

e  Se retird la solucidn enjuagando la celda con A.D.

Una vez formada la primera bicapa se procedid a realizar la determinacién
electroquimica. Para esto se colocd dentro de la celda 1 ml de solucidon de buffer HEPES
utilizada anteriormente, y se realizaron 70 ciclos voltamperométricos a una velocidad de
barrido de 200 mV s de manera de lograr una estabilizacidn de la sefial, seguidos por 2 ciclos

al0mVs™.

Con la finalidad de generar un ensamblado multicapa [Au/MPS/ (PAH-Fc /Au-NPs),]

donde n especifica la cantidad de bicapas, se repitié este procedimiento 8 veces.

Al comparar el ultimo ciclo a 200 mV s™ correspondientes a cada bicapa (Figura 6.3.1)
se puede observar un crecimiento progresivo de la sefial electroquimica a medida que el

numero de bicapas de material electroactivo depositado sobre el electrodo fue aumentando.
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A partir de los voltamperogramas obtenidos se tomaron los valores correspondientes a

las corrientes de pico anddicas y catédicas para cada uno, con las cuales se construyé un

grafico de i, en funcién del nimero de bicapas formadas, como se puede ver en la Figura 6.3.2.
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Figura 6.3.1. Voltamperogramas del sistema Au/MPS/ (PAH-Fc/Au-NPs),, donde n va desde 1 hasta 8. Medidos en
solucién 5mM de buffer HEPES en 0.1 M de KCl, pH 7.4. v=200 mV s,
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Figura 6.3.2. Representacién de las corrientes anddicas (rosa) y catddicas (azul) en funcion del numero de bicapas,
para el sistema Au/MPS/ (PAH-Fc/Au-NPs),, donde n va desde 1 hasta 8. Medidas realizadas en soluciéon 5 mM de

buffer HEPES en 0.1 M de KCl, pH 7.4. v=200 mV s,
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6.4 Medidas de UV-visible sobre sustratos de vidrio

Teniendo en cuenta que tanto los centros de Fc como las Au-NPs presentan absorcién
en el visible, se construyeron ensamblados LbL a partir de PAH-Fc + 0.1 M de KCl y Au-NPs

sobre sustratos de vidrio, a fin de seguir el crecimiento mediante espectroscopia UV-Visible.

Para la construccién de estos ensamblados se funcionalizaron varios sustratos de vidrio
sumergiéndolos en una solucién de polietilenimina (PEI) durante 30 minutos
aproximadamente. Este polimero esta constituido por aminas primarias y secundarias, ademas
de encontrarse protonado en un rango de pH alrededor de 7. Dichas caracteristicas le
confieren al sustrato funcionalizado la capacidad de unirse a distintas moléculas a través de

interacciones electrostaticas, lo que le permite la formacidn de distintos tipos de ensamblados.

Una vez funcionalizados los sustratos, se sumergieron en agua destilada a fin de retirar

el exceso de PEl y se procedid a construir los ensamblados de la siguiente manera:

e Se sumergio el sustrato en una solucion de Au-NPs durante 7
10 minutos.

e Seretird la solucidn, enjuagando la celda con A.D.

) ) L 1BICAPA

e Se sumergio el sustrato en solucién de PAH-Fc + 0.1 M KCl

durante 10 minutos.

e Seretiré la solucién enjuagando la celda con A.D.

Debido a que los sustratos funcionalizados con PEl tienen una carga superficial
positiva, se los puso en contacto inicialmente con solucion de Au-NPs que brinda Ia

contraparte negativa y luego con PAH-Fc cargada positivamente.

De esta manera se construyeron ensamblados [vidrio/PEI/ (Au-NPs/PAH-Fc),] donde n
es la cantidad de bicapas. En nuestro caso, n toma los valores 1, 2, 4, 6, 8 y 10. En la Figura
6.4.1 se muestran fotografias de los distintos sustratos modificados, donde se puede observar

a simple vista la variacién de la coloracién.

Con la finalidad de evaluar el crecimiento de las distintas bicapas mediante
espectroscopia UV-visible, se midieron los espectros de cada uno de los ensamblados (Figura

6.4.2).
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El espectrometro UV-visible utilizado para estas determinaciones fue un equipo Agilent

1 hicapa 2 hicapas 4 hicapas 6 bicapas 8 hicapas 10 bicapas

8453.

Figura 6.4.1. Ensamblados [vidrio/PEl/ (Au-NPs/PAH-Fc),] en los que n toma los valore 1, 2, 4, 6, 8 y 10.

A partir de los espectros de la Figura 6.4.2 se determind que la longitud de onda (A) de
maxima absorbancia corresponde a 620 nm. Tomando los valores de absorbancia
correspondientes a esta longitud de onda, se graficaron en funcién del nimero de bicapas
como se muestra en la Figura 6.4.3, donde se observa un crecimiento lineal entre la

absorbancia del material depositado con el nimero de bicapas.
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Figura 6.4.2. Espectros UV-visible correspondientes al sistema vidrio/PEI/ (Au-NPs/PAH-Fc), donde n es la cantidad
de bicapas, y va desde 2 hasta 10.
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Figura 6.4.3. Absorbancia a la longitud de onda correspondiente al maximo de los espectros UV-visible de los
distintos ensamblados (A=620 nm) en funcién del nimero de bicapas.
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7. Ensamblados de PAH-Fc y GOx

El polimero sintetizado, PAH-Fc, puede ser utilizado en diversos estudios dentro del
area de electrocatdlisis al estar constituido por un poliectrolito con un centro rédox. Una de las
aplicaciones mas relevantes involucra la incorporacién de enzimas en el sistema. Estas son
proteinas especializadas en la catdlisis de reacciones bioldgicas. Un grupo muy importante de
enzimas son las denominadas enzimas rédox, las cuales catalizan reacciones de oxido-
reduccion a través de un mediador. Este ultimo es una especie rédox que toma o cede
electrones a la enzima de manera de que ésta regrese a su estado de oxidacidn original, luego
de una reaccién de catalisis, permitiéndole reaccionar con una nueva molécula. Un ejemplo de
éste grupo es la enzima glucosa oxidasa (GOx).?

La GOx es una enzima dimérica constituida por dos grupos prostéticos flavin adenin
dinucledtido (FAD), uno por subunidad, que utiliza para catalizar la reaccién de oxidacién de

glucosa a acido glucénico segun:3*

D-glucosa + GOx(FAD) —» Acido glucénico + GOx(FADH,)

Un grupo prostético es una coenzima que se halla fuertemente ligada a la enzima
propiamente dicha; por lo general, de forma no covalente. Las coenzimas estan constituidas
por moléculas orgdnicas que transfieren grupos funcionales o electrones a la reaccién
enzimatica global.

En condiciones naturales la GOx utiliza el oxigeno como mediador o co-sustrato para
oxidar la glucosa, generando como productos H,0, y D-glucano-1,5lactona, que se hidroliza
dando como producto final acido glucénico. A pesar de que el oxigeno es el oxidante mas
efectivo, la enzima es eficaz con otros aceptores de electrones o mediadores que son capaces
de comunicar el electrodo con la enzima, como el ferroceno, quinonas, complejos de osmio,
etc. El empleo de estos compuestos como co-sustratos permite independizarse de la
concentracién de oxigeno en las medidas ya que ésta puede fluctuar. Ademas, este tipo de
mediadores poseen potenciales rédox marcadamente menores que el oxigeno, por lo que
constituyen un sistema de gran importancia al trabajar con medios bioldgicos, donde las
muestras se pueden deteriorar facilmente debido a la oxidacién de sus componentes por la
aplicacién de potenciales apreciables.

Teniendo en cuenta este anadlisis, en este trabajo se utilizdé GOx como modelo

enzimatico rédox para evaluar la capacidad del PAH-Fc como mediador de la transferencia de
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carga producida por la oxidacion de glucosa en ensamblados construidos mediante la técnica
LbL formados por PAH-Fc y GOx. De esta manera, se busco estudiar la capacidad del polimero
sintetizado para “cablear” la enzima al electrodo.

Un esquema representativo de la catdlisis llevada a cabo por la enzima GOx utilizando
el PAH-Fc como mediador se puede observar en la Figura 7.1, donde el grupo prostético de la
enzima, FAD, se reduce al reaccionar con la glucosa (el sustrato) obteniendo como productos
acido glucénico y el grupo prostético reducido, FADH,. Este ultimo se oxida al transferirle los
electrones al compuesto que actua como mediador, en este caso el PAH-Fc, obteniendo
nuevamente como producto, el grupo prostético FAD en la enzima y la especie ferroceno (Fc)
como producto de la reduccidn del ferricenio (Fc*). De esta manera, se vuelve a regenerar el
grupo prostético FAD en la GOx, que le permite a la enzima reaccionar con una nueva molécula
de glucosa, cerrando el ciclo de la catalisis. Ademas, debido a que el polimero electroactivo se
encuentra adsorbido sobre un electrodo de oro, se pueden cuantificar los electrones
correspondientes a la reaccion de éxido-reduccion de la glucosa mediada por la especie rédox

presente en el polimero sintetizado (Fc* + e’<--> Fc), a través de medidas electroquimicas.

Fc* GOx(FADH,) acido glucénico

Fc GOx(FAD) glucosa

Figura 7.1. Representacion esquematica de la reaccidn de catalisis enzimatica de oxidacién de la glucosa utilizando
como mediador PAH-Fc adsorbido sobre un electrodo de Au.

Esta configuracion del electrodo utilizada para cuantificar, mediante técnicas
electroquimicas, especies bioquimicas se denomina biosensor enzimatico amperométrico
cuando, como resultado de la aplicacién de una diferencia de potencial, se observa una
respuesta de corriente.

La eleccién de la GOx para llevar a cabo dicho ensayo se basa en su robustez, alta
estabilidad, alta velocidad de reaccidn y alta solubilidad en agua, ademads de la relevancia de la
determinacidon de glucosa en ensayos clinicos. Por otra parte, la GOx ha sido extensamente
estudiada y utilizada en el disefio de biosensores,” ademds de conocerse muy bien su

mecanismos de accion.
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La interaccidon entre PAH-Fc y GOx es de naturaleza electroestatica ya que la GOx
nativa presenta un punto isoeléctrico de 4.05, por lo que, por encima de este pH tiene una
carga superficial negativa.®®

La construccion de este ensamblado se llevd a cabo sumergiendo un sustrato de Au
overnight en una solucién 20 mM de MPS en 10 mM de H,SO4 Transcurrido este tiempo, el
sustrato se lavd con agua destilada y se procedié a modificar su superficie en una placa de

Petri de la siguiente manera:

e El sustrato funcionalizado con el tiol se puso en contacto con una
solucion de PAH-Fc + 0.1 M de KCl durante 20 minutos.

e Seretird esta solucion y se realizé un lavado con agua destilada.
. o » - 1BICAPA
e Se coloco sobre la superficie del sustrato solucién 1 mg ml*
de GOx durante 20 minutos.

e Seretird esta solucion y se realizé un lavado con agua destilada.

Este procedimiento se repitié de manera de formar un ensamblado de 3 bicapas.

Con el objetivo de evaluar el comportamiento electroquimico de este sistema en

presencia de glucosa, se realizaron medidas de voltamperometria ciclica.

Inicialmente se midieron 4 ciclos voltamperométricos a 10 mV st en el buffer de
medida, solucion 5 mM de HEPES preparada a partir de solucién 0.1 M de KCl llevada a pH 7.4.
A continuacién se retird este electrolito de la celda y se midid en distintas soluciones de
glucosa de concentracién creciente, desde 1 hasta 50 mM preparadas a partir de la solucidn
buffer de medida HEPES, a una velocidad de barrido de 10 mV s, En la Figura 7.2 se muestran
los voltamperogramas obtenidos a partir de estas mediciones, en los que se observan las

curvas de electrocatalisis correspondientes a las distintas concentraciones de glucosa.
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Figura 7.2. Respuesta bioelectrocatalitica (corriente versus potencial aplicado) para el sistema Au/MPS/ (PAH-
Fc/GOx)s en presencia de concentraciones crecientes de glucosa. Medidas realizadas en buffer 5 mM de HEPES en
0.1 MdeKCl,apH7.4.v=10 mV s

A partir del grafico de la Figura 7.2 se determinaron los valores de corrientes de las
ramas de barrido anddico, i, correspondientes a cada curva catalitica para un potencial
determinado de 542 mV. De esta manera, se graficaron los valores de i, en funcién de las
respectivas concentraciones de glucosa (Figura 7.3), observando un crecimiento de la corriente
electrocatalitica hasta la concentracién de 10 mM de glucosa. Luego, en las dos Ultimas
concentraciones medidas, 25 y 50 mM, se observé una disminucién leve y estancamiento de la
corriente. Este comportamiento se debe a las caracteristicas propias de las reacciones
enzimaticas. En éstas, aunque se aumente la concentracién de sustrato, la velocidad catalitica
no aumenta linealmente, sino que aparece un efecto de saturacion. La saturacion se debe a
gue todos los centros activos estan ocupados. La velocidad de catalisis depende de la cantidad
de enzima con suficiente cantidad de sustrato; sin embargo, cuando aumentamos la
concentracién de sustrato, la enzima se satura y alcanza su velocidad mdaxima, que no

aumentara en ningun caso, independientemente de la concentracién de sustrato.
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Figura 7.3. Corrientes cataliticas en funcidn de la concentracion de glucosa, para el sistema [Au/MPS/ (PAH-
Fc/GOx)3], en buffer HEPES 5 mM, pH 7.4 + KCI 0.1 M. v=10 mV s,
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8. Efecto de fosfato sobre la respuesta voltamperométrica del
polimero

La interaccion amino-fosfato constituye un ejemplo de asociacién no covalente
presente en muchos medios bioldgicos y es de gran importancia en esta area ya que ambos
grupos se encuentran habitualmente de manera simultdnea en distintos compartimentos.
El anién ortofosfato, por ejemplo, es una de las especies inorganicas de mayor relevancia
biolégica debido al rol estructural que tiene en muchas biomacromoléculas (ADN, ARN,
proteinas fosforiladas); también participa en una gran diversidad de reacciones metabdlicas y
es un elemento de construccién supramolecular muy importante. Un ejemplo lo representan
las poliaminas en diatomeas que cumplen un papel muy importante en la biogénesis de
estructuras silicicas,?® formando agregados con fosfatos y silicatos que actian como

promotores de patrones minerales determinados.?’

Se ha mostrado recientemente que la agregacién de PAH y fosfatos puede emplearse
para la formacién reversible de peliculas supramoleculares sobre diferentes sustratos.®
Ademas de las interacciones electrostaticas que, segun estudios de 3'P-RMN se encuentran en
todo el rango de pH en el que la amina estd protonada (4 < pH < 9), la posibilidad de generar
una red tridimensional de puentes de hidrégeno parece ser esencial para inducir la agregacion

microscépica.®

Estudios en ensamblados LbL de PAH han probado la capacidad de los fosfatos para
revertir la carga superficial de las aminas protonadas a través de enlaces con estos aniones.’
Debido a que esta asociacidén es especifica de iones fosfato, no puede explicarse sélo en
términos electrostaticos, sino que la formacién de puentes de hidrégenos seria un factor muy

importante.

Por otra parte, se ha reportado que la asociacion supramolecular de iones fosfato a
citocromo ¢, una hemoproteina con una alta densidad de grupos amina superficiales, conduce
a una alteracién del comportamiento electroquimico de su centro rédox de Fe.*® En este caso,
se considera que, ademas de los efectos electrostaticos producidos por las interacciones entre
el centro rédox y el ion en cuestion, los efectos estructurales causados por la incorporacion del
ion al ensamblado supramolecular pueden ser muy importantes en la modificacion del

potencial formal.*!

A partir de estos antecedentes, en este trabajo se estudié el efecto producido por
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iones fosfato sobre diferentes configuraciones de ensamblados construidos a partir del
polimero sintetizado, PAH-Fc. De esta manera se buscd correlacionar los cambios en las

corrientes voltamperométricas con la presencia de iones fosfato en solucion.

8.1 Efecto de fosfato sobre electrodos de oro modificados con PAH-Fc

Con la finalidad de analizar el efecto del ion fosfato en contacto con PAH-Fc,
inicialmente se construyeron ensamblados [Au/MPS/PAH-Fc], para los cuales se
funcionalizaron sustratos de Au sumergiéndolos en una solucién 20 mM de MPS en 10 mM de
H,SO4 overnight. Transcurrido este tiempo, los sustratos se lavaron sumergiéndolos tres veces
en agua destilada, y se colocaron en una placa de Petri donde se modificaron colocando 0.5 mi
de PAH-Fc + 0.1 M de KCI sobre la superficie de cada uno, de manera de cubrir toda el drea
expuesta, durante 14 horas aproximadamente, dejandolos secar al aire durante una noche.

Una vez modificados, se procedié a realizar las correspondientes determinaciones
electroquimicas. Inicialmente, para cada ensamblado, se midieron 100 ciclos
voltamperométricos a una velocidad de barrido de 200 mV s en solucién 5 mM de buffer
HEPES preparada a partir de solucion 0.1 M de KCl a pH 7.4, de manera de lograr la
estabilizacion de la sefial, seguidos por 2 ciclos a 10 mV s, A continuacién se llevaron a cabo
las determinaciones en presencia de iones fosfato. Para esto, se prepard una solucién madre
10 mM de dihidrégeno de fosfato de potasio (KH.PO4) en el buffer de medida, cuyo pH fue
ajustado a 7.4 con una solucidn de NaOH. A partir de ésta se realizaron sucesivas diluciones en
buffer HEPES de medida, con la finalidad de obtener una serie de soluciones de fosfato desde
una concentracion 0.1 nM aumentando de a un orden de magnitud hasta 1mM, donde cada
una posee el mismo valor de pH 7.4. Se midieron, en cada una de ellas, 50 ciclos
voltamperométricos a una velocidad de barrido de 200 mV s seguidos por 2 ciclos a 10 mV s},
desde la mas diluida hasta la mas concentrada.

Por ultimo, de manera de analizar el comportamiento de los ensamblados luego de los
sucesivos ciclados en presencia de iones fosfato, se midi® nuevamente una serie de ciclos
voltamperométricos en la solucion buffer 5 mM de HEPES en 0.1 M de KCl a pH 7.4,
enjuagando la celda cuidadosamente con dicha solucidn.

Comparando en un mismo grafico todos los voltamperogramas obtenidos en cada
solucion de medida para un ensamblado (Figura 8.1.1), se observa una progresiva disminucion
de la sefial de corriente de pico, tanto para la rama anddica como para la catédica, a medida

que la concentracién de iones fosfato en solucion aumenta, sin cambios notables en el
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potencial formal de la cupla rédox. Debido a este comportamiento, se encuentra que la
respuesta voltamperométrica resulta sensible a la presencia de iones fosfato en la solucién de
medida, aun cuando su concentracion es apreciablemente baja como 0.1 nM. Por otro lado, se
observa que la respuesta voltamperométrica no se recupera al volver a medir en un medio sin

fosfatos.
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Figura 8.1.1. Voltamperogramas correspondientes al ensamblado [Au/MPS/PAH-Fc] ciclado inicialmente en buffer 5
mM de HEPES en solucion 0.1 M de KCl a pH 7.4, medido en concentraciones crecientes de fosfato desde 0.1 nM
hasta 1 mMy, por dltimo, nuevamente en buffer HEPES. v=10 mV s,

A partir de la serie de voltamperogramas medidos en las diferentes concentraciones de
fosfato para dos areas distintas en dos ensamblados [Au/MPS/PAH-Fc] se determinaron las
corrientes de pico anddicas relativas (ipe relativa) correspondientes a cada voltamperograma,
de manera de independizarse del valor neto de la corriente. Estas ultimas se calcularon
dividiendo las corrientes de pico anddicas por el valor estacionario de la corriente de pico en
HEPES antes de medir en las soluciones de fosfato.

Los valores de iy, relativas obtenidos se graficaron en funcién del log [Pi] para cada
area medida de ambos ensamblados, donde [Pi] es la concentracion de fosfato.
Superponiendo estos graficos (Figura 8.1.2), se puede observar una dependencia lineal entre la
variacion de la corriente de pico y el logaritmo de la concentracién de iones fosfato en
solucion. Ademas, en la Figura 8.1.2 se identifican los correspondientes ajustes lineales a partir
de los puntos experimentales obtenidos para cada area medida, cuyas pendientes se indican

con la letra b.
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Figura 8.1.2. Representacion de las |, relativas versus log [Pi] para 2 areas distintas (drea 1y 2) de dos electrodos
de Au diferentes (E1y E2), modificados con MPS/PAH-Fc. También se muestran sus respectivos ajustes lineales
acompaniados del valor de su pendiente (b).

También, se construyé un ensamblado a partir del polimero sintetizado y
nanoparticulas de oro, [Au/MPS/ (PAH-Fc/Au-NPs)a], con la finalidad de evaluar el efecto de
los fosfatos sobre éste.

Para la construccién de dicho ensamblado se utilizé la técnica LbL procediendo de igual
manera que en la seccién 6.3 del capitulo 6 de esta tesina, con la diferencia de que este
sustrato se modificé fuera de la celda, sumergiéndolo durante 10 minutos en la solucién de
PAH-Fc + 0.1 M de KCl, seguido por otros 10 minutos en contacto con solucién de Au-NPs,
respectivamente. Se procedid de esta manera sucesivas veces, hasta la formacidon de 4 bicapas.

Una vez construido este ensamblado, se cicld a una velocidad de barrido de 200 mV s
en solucién 5 mM de HEPES en 0.1 M de KCl a pH 7.4 hasta lograr la estabilizacién de la seial
(aproximadamente 100 ciclos). Luego, se midieron 50 ciclos a una velocidad de barrido de 200
mV s, seguidos por 2 ciclos a 10 mV sten las distintas soluciones de fosfato preparadas
anteriormente.

Al determinar los pardametros de pico de los voltamperogramas obtenidos se
graficaron las ipa Y ipc relativas en funcién del log [Pi] junto con sus respectivos ajustes lineales
cuyos valores de las pendientes se indican con la letra b (Figura 8.1.3), obteniendo un
comportamiento similar al descripto anteriormente, para el ensamblado [Au/MPS/PAH-Fc], a
pesar de que las corrientes iniciales en este ensamblado son menores a las del ensamblado

solo con PAH-Fc.
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Figura 8.1.3. Representacion de las ipg y ipc relativas versus log [Pi] para un ensamblado [Au/MPS/ (PAH-Fc/Au-
NPs)4], con sus respectivos ajustes lineales acompafiados del valor de su pendiente (b).

8.2 Efecto de fosfato sobre electrodos de grafito modificados con PAH-Fc

Ademas de los ensamblados sobre sustratos de Au, se modificaron electrodos de
grafito con PAH-Fc para estudiar el efecto de la presencia de iones fosfato.

Con el objetivo de analizar la respuesta de estos electrodos modificados en contacto
con soluciones de fosfato, se realizé una serie de medidas voltamperométricas, ciclando el
electrodo inicialmente en solucion 5 mM de buffer HEPES en 0.1 M de KCl llevada a pH 7.4 a
una velocidad de barrido de 200 mV s, hasta alcanzar la estabilizacién de la sefial y luego, se
procedid a medir en las soluciones de fosfato preparadas como se indicé anteriormente desde
la mas diluida hasta la mds concentrada. En cada una de estas soluciones se corrieron 50 ciclos
voltamperométricos a una velocidad de barrido de 200 mV s seguidos por 2 ciclos a 10 mV s%.
Comparando los voltamperogramas de un electrodo de grafito en las diferentes soluciones de

medida y, a una velocidad de barrido de 10 mV s, se obtiene el grafico de la Figura 8.2.2.
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Figura 8.2.2. Voltamperogramas correspondientes al ensamblado [grafito/PAH-Fc] ciclado en buffer HEPES 5 mM en
KCl 0.1 M, pH 7.4, medido en concentraciones crecientes de fosfato desde 0.1 nm hasta 10 mM. v=10 mV s,

A partir de los voltamperogramas obtenidos, correspondientes a dos ensamblados
medidos en las diferentes concentraciones de fosfato, se hallaron los parametros de pico de
cada curva para ambos electrodos. Estos valores se utilizaron para construir un grafico de jpq
relativas en funcion del log [Pi], que se puede observar en la Figura 8.2.3, la cual evidencia un
comportamiento lineal decreciente de la corriente de pico anddica relativa a medida que se
aumenta la concentracidn de fosfato en la solucidn.

Por otro lado, al igual que sucede en la determinacion del efecto de fosfato en
electrodos de Au, se observa que la respuesta voltamperométrica no se recupera al volver a

medir en un medio sin fosfatos.
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Figura 8.2.3. Representacion de las ipq relativas versus log [Pi] para 2 electrodos de grafito (el y e2) con sus
respectivos ajustes lineales acompafiados del valor de su pendiente (b).

8.3 Efecto de fosfatos sobre la respuesta bioelectroquimica de ensamblados con GOx

La respuesta voltamperométrica en presencia de iones fosfatos fue estudiada también
en ensamblados [Au/MPS/ (PAH-Fc/GOx)s].

Este ensamblado fue construido tal como se indicé en el capitulo 7 de esta tesina
mediante la técnica de LbL a partir de PAH-Fc y la enzima GOx. Este electrodo se midio
inicialmente en soluciéon 5 mM de HEPES en 0.1 M de KCl a pH 7.4, a través de
voltamperometria ciclica, y luego en soluciones de distintas concentraciones de glucosa (1, 2,
5, 10, 25 y 50 mM) preparadas a partir del buffer de medida HEPES, como se explicd
detalladamente en el capitulo 7. Finalmente, luego de medir en la ultima concentracién de
glucosa 50 mM, se agregaron 15 pL de solucién 10 nM de Pi de manera de obtener una
concentracién 0.1 nM de Pi en un volumen final de 1.5 ml en la celda, donde seguidamente se
midieron 2 ciclos voltamperométricos a una velocidad de barrido de 10 mV s. De esta forma
se midié en presencia de la concentracion mas baja de fosfatos, al mismo tiempo que en la
solucion de glucosa mas concentrada. Ademads, con el objetivo de identificar una tendencia en
el comportamiento del ensamblado en presencia de iones fosfato, se incorporaron a la
anterior solucién de medida, 13.5 uL de solucidon 100 nM de fosfato de manera de generar una
concentracidn de Pi en la celda de 1 nM. A continuacién también se midieron 2 ciclos a 10 mV

st
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Comparando la respuesta electrocatalitica del ensamblado en solucion de 50 mM de
glucosa con la respuesta obtenida en presencia de las dos concentraciones mas bajas de

fosfato 0.1y 1 nM, se obtiene el grafico de la Figura 8.3.1.
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Figura 8.3.1. Respuesta bioelectrocatalitica para el sistema [Au/MPS/ (PAH-Fc/GOx)s] en presencia de una solucion
50 mM de glucosa sin Pi, con 0.1 nM y 1 nM de Pi. v=10 mV s%.

A partir de estos resultados se puede decir que la seial electrocatalitica es sensible a la

presencia de iones fosfato incluso en concentraciones del orden nanomolar.

8.4 Andlisis del efecto de fosfatos sobre la respuesta de PAH-Fc

Al observar los resultados de todas las medidas realizadas en presencia de iones
fosfato se identifica una marcada tendencia a la disminucion de la sefial voltamperométrica al

aumentar la concentracion de fosfato en las sucesivas soluciones de medida.

Por otro lado, un aspecto muy interesante de este sistema es la sensibilidad que posee
frente a concentraciones de fosfato significativamente pequefias como 0.1 y 1 nM. Es decir
que el PAH-Fc podria funcionar como reportero de trazas nanomolares de este anién, que es
de gran interés en el drea de las ciencias bioldgicas y aplicaciones biotecnoldgicas, ya que el

fosfato se encuentra presente y es de gran importancia en distintos procesos a nivel celular.

Una hipdtesis que podria explicar este comportamiento es que la interaccién con los

grupos fosfato conduce a un desprendimiento del polimero de la superficie del electrodo
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causando una disminucidn irreversible de la respuesta electroquimica, tal como se observa en

los experimentos voltamperométricos. Esta hipdtesis es puesta a prueba en el punto siguiente.

8.4.1 Medidas de SPR

Con la finalidad de comprender mejor la respuesta voltamperométrica del ensamblado
[Au/MPS/PAH-Fc] en presencia de fosfato se realizaron medidas de SPR, a partir de las cuales
se puede obtener informacidn sobre el comportamiento del material adsorbido en Ia

superficie del electrodo, al ponerlo en contacto con una solucién de fosfato.

Para esto, se llevd a cabo la funcionalizacion de un sustrato de Au (BioNavis) con
solucion de MPS 20 mM en H;S0,10 mM por 24 horas. Al trascurrir este tiempo se lo enjuagé
con agua destilada sucesivas veces y se lo colocd en un soporte que se introduce dentro del
equipo. Luego se conectd sobre el sustrato una celda cuadrada con capacidad de realizar
determinaciones electroquimicas, mientras el equipo de SPR realiza las medidas. A través de la
disposicion de un sistema de capilares que posee el equipo, se introduce (mediante una
jeringa) solucién de PAH-Fc + 0.1 M KCl, la que se deja en contacto con el electrodo por 1 hora
mientras el equipo de SPR mide sin interrupciones hasta finalizar el ensayo. Seguidamente se
inyectan aproximadamente entre 20 y 25 ml de HEPES 5 mM preparado en solucién 0.1 M de
KCl a pH 7.4, de manera de retirar el exceso de polimero no adsorbido, dejando el electrodo en
contacto con esta solucion para realizar la primera medida electroquimica. Una vez que la
sefial de SPR alcanzé un valor estable, se midieron 100 ciclos voltamperométricos a una
velocidad de barrido de 200 mV s con la finalidad de estabilizar la sefial electroquimica. A
continuacién se inyectd solucion 1 uM de Pi preparada a partir del buffer de medida y llevada
a pH=7.4 en la que se midieron dos secuencias voltamperométricas de 30 ciclos cada una a una
velocidad de barrido de 200 mV s seguida de dos ciclos a 10 mV s*. Finalmente se volvié a
inyectar solucion de HEPES 5 mM preparado en solucién 0.1 M de KCl a pH 7.4 de manera de

desplazar la solucidn de fosfato anterior y, se realizé un Gltimo ciclado a 200 mV s,

La respuesta electroquimica de este ensamblado coincide con la descrita
anteriormente para otros electrodos en presencia de iones fosfato, como se muestra en la
Figura 8.4.1.1, donde se comparan los voltamperogramas obtenidos a una velocidad de
barrido de 200 mV s, En esta figura se muestra como el ciclado en presencia de iones fosfato

conduce a una disminucion irreversible de la respuesta voltamperométrica.
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Figura 8.4.1.1. Voltamperogramas del sistema Au/MPS/PAH-Fc, medido en buffer 5 mM de HEPES en 0.1
M de KCl a pH 7.4y, en solucién 1 uM Pi. v=200 mV s

Por otro lado, la representacion del angulo de resonancia de SPR (Bspr 0 PeakMin) en
funcién del tiempo obtenida a través de las medidas de SPR (sensograma), en simultaneo con
las medidas electroquimicas, se muestra en la Figura 8.4.1.2. Alli, las medidas electroquimicas
se identifican como pequefas fluctuaciones en la sefial. Debido a la sensibilidad que posee
este dngulo a los cambios que se dan en la interfase, permite seguir la adsorcién y desorcién
de distintos compuestos. Asi, un aumento Bspr corresponde a un aumento de la cantidad de
material depositado en la interfase y viceversa. Al analizar la Figura 8.4.1.2 se pueden
identificar tres regiones correspondientes a la inyeccién de las distintas soluciones, en cada
una de las cuales se indican las caracteristicas de los ciclados voltamperométricos medidos.
Principalmente, se observa un incremento en el angulo Bspr al introducir solucion de fosfato,
que disminuye a valores cercanos a los iniciales con el agregado de solucion buffer de HEPES.
Este fendmeno refleja la adsorcion de fosfatos en la estructura del polimero sobre la superficie
del electrodo, introduciendo un cambio en el indice de refraccién n, que genera un aumento
del valor de Bspg, seguido de una desorcién de estos aniones por el agregado de solucién de

HEPES que provoca una disminucion del Bspg.

57



74.0

HEPES 1 M Pi HEPES
735 L Ciclado electroquimico (200 mVs™") :
Ciclado electroquimico (200 mVs -1
/g 73.0 - -
B _ _—" @ | cidado
2 75l Ciclado electroiwmlco eloctroguimico
g Ciclado (10 mvs 200 mvs™)
== electroquimico
7201 200 mvs™T) ]
N
715 |- EN) —
71 0 | | 1 | | | 1 |
-20 0 20 40 60 80 100 120
t (minutos)

Figura 8.4.1.2. Representacion del sensograma obtenido a partir de la técnica SPR para un ensamblado
[Au/MPS/PAH-Fc] medido electroquimicamente en solucién de HEPES 5 mM preparado en soluciéon 0.1 M de KCl a
pH 7.4y, en solucion 1 uM Pi.

Sin embargo, al comparar los valores de Bspr al inicio y final de la medida, donde el
electrodo se encuentra en contacto con solucion de HEPES, se observa que la sefial es incluso
apenas mayor que al inicio, descartando la idea de que la interaccién con iones fosfato
conduce a una desorcion del polimero de la interfase. Por el contrario, este comportamiento
podria indicar que no todos los fosfatos que se habian adsorbido sobre el polimero son
removidos por la incorporacién de solucion de HEPES.

A partir de estos resultados se puede concluir que el polimero PAH-Fc no se despega
de la superficie del electrodo por el ciclado electroquimico en presencia de iones fosfato; por
el contrario, se encuentra que una fraccién de éstos es adsorbida sobre el polimero. Sin
embargo, la sefial electroquimica del polimero se pierde al ponerse en contacto con iones

fosfato y no es posible recuperarla al medir nuevamente en solucién de buffer.

Una posible explicacidn para este comportamiento podria ser que la fuerte asociaciéon
de los aniones fosfato a los grupos amino libres del polimero PAH-Fc genere un agregado
supramolecular en el que la transferencia de carga a los centros de Fc se vea impedida, dando
como resultado una disminucién de la sefal electroquimica. Esta hipdtesis es evaluada en el

siguiente punto.
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8.4.2. Blanco de PAH-Os

Para poner a prueba la idea de que la disminucién en la sefial de corriente a medida
gue aumenta la concentracién de fosfato se debe a la interaccion de los aniones fosfato con
los grupos amino libres del polimero, se estudi® mediante voltamperometria ciclica el
comportamiento en presencia de iones fosfato de un polimero de PAH modificado con un
centro rédox diferente. Para estos se utilizd un polimero modificado con centros de osmio:
PAH-Os. En este polimero, parte de los grupos amino son modificados con un complejo de Os
como se muestra en la Figura 8.4.2.1. Este centro de osmio sufre una transicién rédox entre

estados Os(ll) y Os(lll), confiriéndole actividad electroquimica al PAH-Os.
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Figura 8.4.2.1. Estructura quimica del polimero con centro de osmio, PAH-Os. Tomado de M. Lorena Cortez et al.,
Anal. Chem, 2013.%2

Para estos estudios se construyd un ensamblado a partir de un polimero de
polialilamina modificado con centros de osmio (PAH-Os). Se funcionalizé un sustrato de Au
sumergiéndolo en solucion 20 mM de MPS en 10 mM de H,SO,4 durante una noche. Luego, éste
se enjuago con agua destilada y se modificd con PAH-Os durante aproximadamente 14 horas,
dejandolo secar al aire. A continuacién se procedid a realizar las determinaciones
electroquimicas, donde se midieron 100 ciclos en solucién de buffer 5 mM de HEPES en 0.1 M
de KCl llevada a pH 7.4 a una velocidad de barrido de 200 mV s para estabilizar la sefial,
seguido de 2 ciclos a 10 mV s™. A continuacién se midieron 50 ciclos voltamperométricos a 200
mV sty 2 ciclos a 10 mV s en cada una de las soluciones de fosfato desde la mas diluida hasta

la mas concentrada.

Superponiendo todos los voltamperogramas obtenidos a partir de estas
determinaciones a una velocidad de barrido de 10 mV s se observa que practicamente no se
producen variaciones en el voltamperograma por el agregado de iones fosfato, como muestra

la Figura 8.4.1.2. Los parametros de pico se mantienen casi constantes al ir aumentando la
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concentracién de fosfato. Es decir que el polimero no sufre ninguna transformacién en

contacto con estos aniones.

T T T T T T T T T
12 | .
HEPES inicial
10,
b 159 M Pi |
——1E MPi
8
4 1EM Pi -
N 1M PI
5 o 6 i
L2 1E"M Pi
< 5
= ——1E°MPi
el 4+ -4 1
1EM P
8k 1M Pi |
12 - 4
-16 - 1 ] 1 ! 1 ] 1 ! L

Figura 8.4.1.2. Voltamperogramas correspondientes al ensamblado [Au/MPS/PAH-Os] ciclado en buffer 5
mM de HEPES en 0.1 M de KCl a pH 7.4, medido en concentraciones crecientes de fosfato desde 0.1 nm hasta 1
mM. v=10 mV s,

Teniendo en cuenta el comportamiento del ensamblado [Au/MPS/PAH-Os] al ponerse
en contacto con soluciones de diferentes concentraciones de fosfato, y considerando la
respuesta del ensamblado [Au/MPS/PAH-Fc] evaluado en las mismas condiciones de medida,
se encuentra que el efecto observado en el polimero PAH-Fc no es meramente consecuencia
de la naturaleza de los grupos no funcionalizados del polimero, sino que la cupla rédox de Fc
(en el entorno del PAH) es sensible a la presencia de grupos fosfatos. Ademas, esta interaccion,

gue conduce a una pérdida de la electroactividad, es especifica para el centro de Fc.

8.4.3 Medida de XPS

Al observar la respuesta voltamperométrica del ensamblado [Au/MPS/PAH-Fc] en
soluciones de concentracién creciente de fosfato se evidencia una disminucidn progresiva e
irreversible de la sefal, a pesar de no perder polimero durante el ciclado, e incluso incorporar
mas masa a su superficie segin muestran los resultados de SPR. Ademas, se comprobd que

este efecto era especifico de los centros de Fc.
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A partir de estos resultados, y con la finalidad de comprender el proceso por el cual la
respuesta voltamperométrica del ensamblado disminuye en presencia de fosfato, se realizaron
ensayos de XPS para obtener informacidn sobre la composicién quimica superficial de

ensamblados con distinto tratamiento electroquimico.

Para facilitar las medidas de XPS se modificé de forma uniforme el drea total de tres
sustratos de Au con PAH-Fc. Los ciclados voltamperométricos se llevaron a cabo en un vaso de
precipitado (de manera de ciclar toda la superficie de los sustratos) en el que se armé una
celda electroquimica compuesta por un arreglo de tres electrodos, donde se utilizd el
electrodo modificado como electrodo de trabajo, un alambre de platino como contraelectrodo

y un electrodo de Ag/AgCl como referencia.

De esta manera se funcionalizaron tres sustratos de oro con solucién 20 mM de MPS
en 10 mM de H,SOsdurante 24 horas, seguido por la modificacién de éstos con PAH-Fc + 0.1 M
KCI. Una vez secos, uno de estos ensamblados se guardd para realizar la medida de XPS,
mientras los otros dos se ciclaron en soluciéon 5 mM de buffer HEPES preparada a partir de 0.1
M de KCl a pH 7.4. En cada uno se midieron 50 ciclos a una velocidad de barrido de 200 mV s,
seguido por dos ciclos a 10 mV s, Al finalizar estos ciclados se guardé uno de los ensamblados
para realizar XPS, continuando con las mediciones electroquimicas sobre el ensamblado
restante en una solucién de fosfato preparada a partir de la solucién de buffer HEPES. Este
ultimo electrodo se midié en una solucién 10 mM de fosfato, en la que se llevaron a cabo 50
ciclos voltamperométricos a una velocidad de barrido de 200 mV s, seguido por dos ciclos a

10 mVs™.

En resumen, se obtuvieron tres ensamblados diferentes que se enviaron a San

Sebastian (Espafa) para su medicion en el equipo de XPS:

a) [Au/MPS/PAH-Fc] sin ciclar.
b) [Au/MPS/PAH-Fc] ciclado en buffer 5 mM de HEPES en 0.1 M de KCl a pH 7.4.
c) [Au/MPS/PAH-Fc] ciclado inicialmente en buffer 5 mM de HEPES en 0.1 M de

KCl a pH 7.4, y luego en solucion 10 mM de fosfato.

Como resultado de las medidas de XPS, en la Figura 8.4.3.1 se pueden observar los
picos correspondientes al doblete de los orbitales 2p del Fe, para cada uno de estos
ensamblados. En esta figura, también se muestra la relacién Fe/N determinada a partir de la
integracién de los picos correspondientes al Fe y al N, la cual brinda informacidn sobre la

cantidad de ferroceno presente por aminas en el polimero.
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Figura 8.4.3.1. Espectros XPS correspondientes al nivel Fe2p de los ensamblados [Au/MPS/PAH-Fc] a) sin
ciclar b) ciclado en buffer 5 mM de HEPES en 0.1 M de KCl a pH 7.4 c) ciclado en buffer 5 mM de HEPES en 0.1 M de
KCla pH 7.4 y en soluciéon 10 mM de Pi.

A partir de estos resultados se puede observar que para el ensamblado sin ciclar y para
el que se ciclé en buffer HEPES el valor de la relacién Fe/N es el mismo, 0.22, por lo que se
puede decir que no hay cambios en la estructura del polimero por el ciclado en este medio. Sin
embargo, al ciclar el electrodo en solucién 10 mM de fosfato, la relacion Fe/N disminuye a la
mitad, obteniendo un valor de 0.11, por lo que se puede pensar que el centro de ferroceno se

desarma por el ciclado en presencia de iones fosfato, perdiendo al Fe de la estructura del

polimero.

62



Por lo tanto, podria decirse que el ciclado voltamperométrico en presencia de iones
fosfato conduce a una disminucién de la sefial de corriente como consecuencia de una
desestabilizacion del centro de ferroceno (presumiblemente en el estado oxidado) que
conduce a la liberacién del Fe del ensamblado. Ademas, los resultados voltamperométricos
indican que la proporcién de Fe que se libera del ensamblado depende de la concentracién del

fosfato del medio en el que se produce el ciclado.
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9. Conclusiones

A lo largo de este trabajo se estudid, principalmente, el comportamiento
electroquimico del polimero electroactivo sintetizado, PAH-Fc, mediante la técnica de
voltamperometria ciclica, a través de la construccidon de ensamblados de distinta configuracion

sobre sustratos conductores de oro y grafito.

A partir de los voltamperogramas obtenidos en las diferentes configuraciones de los
ensamblados se evidencid que la mejor condicidn de pegado del PAH-Fc sobre los sustratos fue
en presencia de fuerza idnica otorgada por una concentracion 0.1 M de KCl en la solucién del
polimero, en la que se identificaron las mayores corrientes de pico. Es por eso, que esta

condicion de modificacion de los electrodos se extendio al resto de las determinaciones.

También se encontré que el tiempo de modificacion de los sustratos, asi como el
tiempo de secado, es muy importante para la construccidon de ensamblados estables con una
buena sefal de corriente. De esta manera se asigné aproximadamente 14 horas para cada uno

de estos pasos en la construccion de ensamblados.

Ademds, se comprobé que el PAH-Fc puede ensamblarse capa a capa con
nanoparticulas de oro recubiertas de citrato, logrando una buena conectividad electroquimica
entre los distintos bloques, como se evidencia por el aumento lineal de la corriente

voltamperométrica con la cantidad de ciclos de ensamblado.

Por otra parte, en el capitulo 7 se demostré que el PAH-Fc sintetizado, es capaz de
actuar como mediador rédox de la reaccion enzimatica de la GOx con glucosa, en condiciones
de baja concentracién de oxigeno. Este resultado es muy interesante debido a que el polimero
cablea la enzima a pesar de poseer los grupos prostéticos FAD protegidos en su interior. Los
resultados obtenidos a partir del ensamblado LbL (PAH-Fc/GOx); indican que el sistema puede

ser promisorio en el desarrollo de sensores bioelectroquimicos.

Finalmente, al estudiar el efecto producido por iones fosfato en los distintos
ensamblados construidos en este trabajo, se llevaron a cabo una serie de medidas con la
finalidad de encontrar el mecanismo por el cual la corriente voltamperométrica disminuye a
medida que aumenta la concentracién de fosfato en la solucién de medida. De esta manera, a
partir del estudio de ensamblados construidos con PAH-Os se identificd que dicho efecto es
independiente de la interaccion de los aniones fosfato con los grupos amino libres del

polimero, relaciondndolo principalmente con la sensibilidad de la cupla rédox del Fc en el
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entorno de PAH. Por otro lado, se encontrd, mediante ensayos de SPR, que el polimero no se
despega del electrodo por el ciclado en presencia de soluciones con fosfato, por el contrario,
una fraccidon de estos iones quedan adsorbidos sobre el polimero. Por ultimo, a través del
estudio de distintos ensamblados por XPS, se hallé6 que el centro de ferroceno se desarma
debido al ciclado en solucion de fosfato, liberando Fe de la estructura del ensamblado.
También se encontrd, a través de medidas voltamperométricas, que la proporcion de Fe
cedida al medio es proporcional a la concentracién de fosfato en la solucion en la que fue

ciclado el ensamblado.

Estos ultimos resultados son consistentes con el hecho de que la sefial
voltamperomeétrica no se recupera luego del ciclado en un medio que contiene iones fosfatos y
explican la irreversibilidad del efecto. De todas maneras, debido a que el anién ortofosfato es
una especie inorgdnica de gran relevancia bioldgica ya que participa de una gran variedad
reacciones metabdlicas, ademas de cumplir un rol estructural en muchas macromoléculas
(ADN, ARN, proteinas fosforiladas),** la sensibilidad de la respuesta electroquimica de estos
ensamblados en presencia de bajas concentraciones de fosfato, deja abierta la posibilidad de
utilizar este efecto en el desarrollo de sensores ultrasensibles para este analito basados en

PAH-Fc.
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