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SERVICIO DE DOCTORADO

TiTULO

Acoplamiento de Procesos de Transferencia de Carga y Reorganizacion Molecular en Sistemas Biomiméticos de
Electrodos Proteicos.

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS (Méx. 500 palabras)

El estudio de las transferencias electrénicas entre proteinas y electrodos es importante para el desarrollo de campos
como la bioenergética, la electronica molecular, los biosensores electroquimicos y las biocélulas de combustible.'2

Actualmente, las plataformas mas populares para el estudio de la transferencia electrénica interfacial de proteinas son
las monocapas autoensambladas de tioles depositadas sobre electrodos de oro (SAMs). Estas permiten inmovilizar a la
proteina sin alterar significativamente su estructura nativa, y modular variables relevantes tales como: la distancia de
separacion entre el electrodo y la proteina, la hidrofobicidad de la zona de anclaje de la proteina y la conductividad
eléctrica del medio de separacion.

A pesar de los numerosos trabajos publicados en este campo, todavia existen algunas observaciones experimentales
cuyo origen microscopico se desconoce, y cuya interpretacién requiere un estudio mas detallado. Entre dichas
observaciones se encuentran:

1. Respuesta voltamétrica no ideal, que se caracteriza por:3

(i) Una disminucion de la carga redox faradaica con el aumento de la velocidad de barrido de potencial, que refleja
una electrorreactividad parcial.

(i) Un ensanchamiento de la onda voltamétrica en condiciones de equilibrio por encima del valor esperado para una
poblacién de centros redox aislados.

(i) Una separacion constante entre los potenciales de pico anddico y catddico a bajas velocidades de barrido. Esta
separacion indicaria que el proceso esta controlado cinéticamente, pero su independencia con la velocidad de barrido es
caracteristica de un proceso rapido, que opera en condiciones de equilibrio. A este comportamiento contradictorio se le
denomina cuasi-reversibilidad inusual.

(iv) Un desplazamiento asimétrico de los potenciales de pico anddico y catddico con la velocidad de barrido (asimetria
cinética), que se desvia del comportamiento esperado para una transferencia electrénica sencilla.

2. Independencia de la constante de velocidad de la transferencia electronica interfacial de la proteina con la distancia
de separacién a la superficie del electrodo para monocapas delgadas, que se desvia de la dependencia exponencial
observada para monocapas gruesas.*8 Este cambio de régimen cinético se ha interpretado considerando que la
transferencia electrénica de la proteina en monocapas delgadas esta controlada por factores friccionales del medio* o
por cambios conformacionales de la proteina.t Sin embargo, actualmente no existen evidencias definitivas que permitan
distinguir cual de las dos posibilidades opera.’

Dentro de este marco contextual, el objetivo general de este proyecto de tesis es identificar y cuantificar los factores
que provocan que el intercambio electrénico proteina-electrodo se desvie del comportamiento esperado para una
poblacion homogénea de centros redox aislados. Basados en los resultados publicados en la bibliografia, suponemos
que estas desviaciones pueden estar provocadas por: (i) una reorganizacién molecular de la pelicula adsorbida inducida
por el campo eléctrico, (i) la penalizacion electrostatica originada por una compensacion ineficiente, o lenta, de la carga
interfacial que se desarrolla durante la conversion redox, y (iii) la presencia de etapas quimicas adicionales.



Para resolver esta problematica nos hemos planteado los siguientes objetivos especificos:

i) Estudiar la posible reorganizacién molecular de las monocapas autoensambladas de tioles, inducida por el
potencial, en presencia y ausencia de sondas redox inmovilizadas, que mimetizan a las proteinas azules de cobre.

ii) Evaluar el impacto de los factores electrostaticos y del acoplamiento de transferencias protonicas en la
transferencia electronica de dichas sondas redox, utilizando monocapas autoensambladas ionizables.

iii) Identificar y cuantificar los factores que provocan el cambio de régimen cinético de la transferencia electrénica de
una proteina azul de cobre, al aumentar su acoplamiento electrénico con el electrodo, utilizando la temperatura como
variable impulsora de dicho cambio.
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METODOLOGIA (Max. 500 palabras)

Para alcanzar los objetivos mencionados anteriormente, se pretende llevar a cabo las siguientes actividades:

1. Conversion redox de cobre en monocapas autoensambladas neutras.

La utilizacién de sondas de cobre inmovilizadas sobre monocapas autoensambladas de tioles, como sistema
biomimético de las proteinas azules de cobre, requiere abordar previamente dos cuestiones que no estan resueltas en la
bibliografia: i) la naturaleza mono- (Cu2*/Cu*) o bi-electrénica (CuZ/Cu?) de su conversion redox y (b) la localizacion
espacial de su forma reducida en la interfase electrodo/monocapa/disolucion.

Para conseguir estos objetivos, en un primer estudio se van a utilizar monocapas autoensambladas neutras, sobre las
cuales se depositard cobre en condiciones de circuito abierto o bajo control potenciostatico. Para explorar la
accesibilidad del cobre a la superficie del electrodo, se variara la naturaleza del grupo terminal de la monocapa (-CHs, -
OH, -SH) y la longitud de la cadena hidrocarbonada (tipicamente entre 2 y 11 metilenos), y se compararén estos
resultados con los obtenidos en ausencia de monocapa.

2. Estudio del impacto de los factores electrostaticos.

Para evaluar la influencia de los efectos electrostaticos en la conversion redox del cobre, se llevara a cabo un estudio
empleando monocapas autoensambladas anionicas, sobre las cuales se prevé una mayor adsorciéon de Cu?*.
Concretamente, se utilizaran SAMs con grupo terminal sulfonato (-SOs), que se encuentra totalmente ionizado en medio
acuoso. Para regular los factores electrostaticos se variara la composicion y la fuerza ionica de la disolucion, y se
utilizaran monocapas mixtas de mercaptoalcanosulfonatos con alguno de los tioles neutros utilizados en la actividad
anterior.

3. Estudio de la influencia de transferencias protdnicas interfaciales en la transferencia electrénica del cobre.

Para evaluar la influencia que ejercen las transferencias protonicas en las transferencias electronicas interfaciales, se
llevara a cabo un estudio de la conversion redox del cobre en presencia de SAMs funcionalizadas con grupos
carboxilicos y aminos, cuyo estado de ionizacién se variara modificando el pH y la fuerza idnica de la disolucion. Para
cuantificar la interaccion del cobre con estos grupos ionizables, se llevaran a cabo experimentos en presencia de



cationes competidores con la sonda redox. Complementariamente, para interpretar estos resultados, se realizara
también un estudio de dicha interaccién en fase homogénea empleando la técnica de espectroscopia de absorcion
ultravioleta-visible.

Para evaluar la posible permeacion de la sonda redox a través de estas monocapas, se realizaran experimentos
variando la longitud de la cadena hidrocarbonada, y se utilizardn monocapas mixtas de tioles ionizables y neutros.

4. Estudio de la transferencia electronica interfacial de la plastocianina inmovilizada sobre SAMs.

Como ltima actividad, se pretende llevar a cabo un estudio de la transferencia electronica interfacial de una proteina
azul de cobre inmovilizada sobre distintas SAMs, aprovechando la informacion obtenida previamente con el sistema
biomimético para identificar y cuantificar el origen de la no idealidad de su respuesta electroquimica. Se prestara
especial atencién al cambio de régimen cinético que se produce cuando aumenta su acoplamiento electrénico con el
electrodo.

Para conseguir este objetivo se utilizara una variedad terméfila de la proteina plastiocianina, que preserva su
actividad redox hasta 90 °C. Ello permitira utilizar la temperatura como variable impulsora del cambio de régimen
cinético, que habitualmente se observa al disminuir |a distancia de separacion proteina-electrodo.

Para inmovilizar la proteina sobre las SAMs se utilizaran distintos protocolos de inmovilizacién, tales como: la
fisisorcién hidrofébica o electrostatica, y la quimisorcion, mediante la formacion de un enlace amido entre grupos amino
y carboxilicos de la proteina y de la monocapa. Con el protocolo mas eficiente, se llevaran a cabo experimentos
voltamétricos variando la temperatura, el espesor de la monocapa y la viscosidad de la disolucién. Con ello se pretende
discriminar si la cinética de la transferencia electronica en condiciones de alto acoplamiento electrénico
proteina-electrodo esta controlada por efectos friccionales del medio o cambios conformacionales de la proteina.

5. Revisiones bibliograficas.

De forma paralela a la realizacién de las actividades descritas anteriormente, se llevaran a cabo revisiones
bibliograficas de la temética de trabajo. Dichas revisiones se expondran a lo largo de cada anualidad, y serviran para
contextualizar los resultados que se vayan obteniendo.

6. Redaccién de la memoria de la Tesis Doctoral.

La Ultima actividad programada en este proyecto de tesis doctoral es la redaccidn de la memoria, la cual implicara una
racionalizacién y discusién critica de los resultados obtenidos, siguiendo los objetivos planteados en este proyecto de
tesis.

MEDIOS (Max. 500 palabras)

Para la realizacion de las actividades anteriormente descritas, se utilizaran las técnicas de voltametria ciclica,
espectroscopia de impedancia electroquimica, y espectroscopia de absorcion ultravioleta-visible.

Con la voltametria ciclica se pretende establecer el mecanismo general del proceso electrodico, y cuantificar:

(i) La cantidad de especie electroactiva, y su posible dependencia con la escala de tiempo experimental.

(i) Los parametros termodindmicos y cinéticos de la etapa de transferencia electronica: potencial estandar formal,
constante de velocidad estandar, coeficiente de transferencia (en el formalismo de Butler-Volmer) v, si el sistema lo
permite, la energia de reorganizacion (con el formalismo de Marcus-Hush).

(iii) Los parametros asociados con los factores que se van a introducir para interpretar la desviacién de la respuesta
electroquimica con respecto al comportamiento esperado para una poblacion de centros redox aislados.

Con la espectroscopia de impedancia se pretende un doble objetivo: i) evaluar el comportamiento dieléctrico de la
monocapas autoensambladas cuando operan bajo control potenciostatico, con el fin de detectar posibles



reorganizaciones moleculares inducidas por el potencial, y i) desacoplar el efecto del potencial y de la escala de tiempo
en la dinamica del proceso electrodico, aprovechando en ambos casos la separacién més rigurosa entre las
componentes faradaica y no faradaica, que permite llevar a cabo la impendancia. Con ello pretendemos evitar una de
las limitaciones de la voltametria ciclica, que requiere explicitar la posible dependencia de los parametros con el
potencial a la hora de su cuantificacién a partir de la respuesta experimental.

Para la interpretacion de los voltagramas y espectros de impedancia experimentales, y la cuantificacion de los
correspondientes parametros fisicoquimico a partir de ellos, se utilizaran programas de simulacion digital desarrollados
en el grupo de investigacion.

Con la espectroscopia de absorcion ultravioleta-visible se pretende estudiar la interaccion, en fase homogénea, de las
sondas redox de cobre con moléculas, tioladas y notioladas, que contienen los grupos terminales de las SAMs

utilizadas. Esta informacion complementaria nos ayudara a la interpretacion y cuantificacion de la respuesta
electroquimica de dichas sondas en el estado inmovilizado.

PLANIFICACION TEMPORAL (Méx. 500 palabras)

En el siguiente cronograma se detalla la secuencia temporal y duracion de las actividades que se van a realizar:

12 Anualidad 22 Anualidad 32 Anualidad
Actividad qer 2° qer 2° qer 2°
Sem. | Sem. | Sem. | Sem. | Sem. | Sem.

Conversion redox de cobre en SAMs neutras

Estudio del impacto de los factores electrostaticos

Estudio de la influencia de transferencias protdnicas
interfaciales en la transferencia electronica del cobre
Estudio de la transferencia electronica interfacial de la
plastocianina inmovilizada sobre SAMs

Exposiciéon de revisién bibliografica

Redaccién de la memoria




