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MEMORIA DEL PROYECTO DE TESIS DOCTORAL

1. - Antecedentes y estado actual del tema

El uso de nuevos materiales cataliticos para reacciones de interés es un tema de candente
actualidad. Entre las reacciones que han suscitado un mayor interés se encuentran aquellas que
involucran enzimas. Las enzimas, catalizadores bioldgicos, son macromoléculas involucradas en
numerosas transformaciones quimicas ™. La alta especificidad, tanto en la reaccién que catalizan
como en la seleccion de sus sustratos, resulta ser su caracteristica mas sobresaliente. Dentro de la
variedad de reacciones en las que intervienen nos ocuparemos principalmente de las enzimas que
participan en procesos de oxido-reduccién conocidas como oxidorreductasas?. Muchas de las
enzimas catalizan reacciones de interés biomédico, donde el sustrato empleado es un marcador
clinico en patologias de salud publica. Una de las enzimas que se han inmovilizado

frecuentemente sobre un electrodo es la glucosa oxidasa (GOXx), por sus diversas aplicaciones.
En este sistema, se genera H,O; a través de la produccién de superéxido (02')[3]. La utilizacion

de este tipo de enzimas como catalizadores biolégicos en biosensores por ejemplo, presenta
ventajas dada su alta especificidad y eficiencia, sin embargo, estas muestran una estabilidad
relativamente baja. Por lo cual, es necesario buscar materiales que sirvan de soporte a las
enzimas!® &

Por otro lado la reaccion de reduccion de oxigeno, involucrada en una pila de combustible y para
la cual se esta trabajando en el empleo de nuevos catalizadores sustitutivos del platino, es otra de
las reacciones que mas interés ha suscitado en los Gltimos afios.

En general, la incorporacion de un material nanoparticulado al electrodo favorece la
transferencia electronica de las reacciones redox involucradas. En este sentido, el empleo de
nanoparticulas en general y en nuestro caso de nanoparticulas magnéticas, puede ser una via de
estudio para mejorar tanto la respuesta de determinadas enzimas como para electrocatalizar la
reaccion de reduccién de oxigeno. Las ferritas son materiales muy conocidos y se expresan
mediante la formula MFe,O3, donde M es un metal divalente. Poseen una estructura de espinela,
y son consideradas como los materiales magneticos de mayor importancia. En el caso de la
ferrita de hierro, Fe;O., el Fe** se puede reducir facilmente a Fe?*, sin que se produzca un
cambio en la estructura. Esta reduccién ha sido observada en diferentes procesos y se sabe que
tiene lugar con la generacién de vacantes de oxigeno para compensar la carga negativa
introducida en la estructura. Estas vacantes son sitios que pueden promover, tanto la reduccion,

como oxidacién . Es interesante observar las diferencias que se pueden obtener con la




sustitucion de Fe, por Ni y Co, en la estructura de la espinela, para poder establecer un
mecanismo de reaccién, que hasta el momento no es del todo claro. ® % Por lo tanto el uso de
ferritas, de Fe, Ni y Co parece a priori interesante, en un estudio comparativo de la catalisis de
estos materiales frente a reacciones enzimaticas y de reduccion de oxigeno, para determinar que
que i6n o iones metélicos son los que intervienen en el proceso de catalisis. Para esto es
fundamental obtener materiales que puedan ser comparados en cuanto a composicion,
morfologia, estructura y tamafio de las nanoparticulas.

Un avance del uso de nanoparticulas magneticas como materiales electrodicos es usarlas de
forma directa por medio de atraccion magnética sobre un iman para mantener las nanoparticulas
en su superficiel’” . Esta metodologia evita la formacién de tintas para la adhesién de las
nanoparticulas al soporte metalico, lo que produce en muchas ocasiones una baja

reproducibilidad del sistema estudiado.
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3. — Objetivos de la investigacion

Mejorar los métodos de inmovilizacion de enzimas en la superficie de un electrodo y la inclusién
de nanoparticulas magnéticas, para su aplicacion en biosensores y estudiar la efectividad de estas

nanoparticulas en la reaccion de reduccion de oxigeno.

Objetivos especificos

e Sintesis y caracterizacion de ferritas de hierro, niquel y cobalto.

e Preparacion y optimizacion de biosensores por deposicion en tinta.

e Preparacion de biosensores en superficies magnéticas.

e Maodificacion superficial de nanoparticulas magnéticas.

e Inmovilizacion de enzimas con nanoparticulas magnéticas modificadas.

e Comparacion de catalisis de las diferentes ferritas (Fe, Ni, Co) tanto en su uso como

biosensores y en la electrocatalisis de la reduccion de oxigeno.

4 . — Metodologia, hipétesis y plan de trabajo

Para el uso de las nanoparticulas como biosensores, se disefiara un sistema, fabricado de manera
tal que se pueda obtener una respuesta importante de los biosensores a peréxido de hidrégeno. Se
probard la deposicién sobre electrodos de grafito por medio de tintas. Para ello, se usaran
nanoparticulas magnéticas secas y/o formando coloides estables. Por otro lado se pretende usar
las nanoparticulas de forma directa, sin la formacion de tintas, adhiriendo las mismas mediante
un iman al electrodo de trabajo.

Es fundamental para realizar una comparacion precisa entre las distintas ferritas utilizadas que
estas tengan el mismo tamafio y composicién. La sintesis se llevara a cabo mediante el uso de
anodos de sacrificio (placa de hierro) y placas del otro metal del que estara fabricado la ferrita
(Co y Ni), colocando los anodos frente a frente y rodeandolos por una ldmina de hierro como
catodo, la disolucién electrolitica serd Bromuro de tetrabutil amonio (CH3CH,CHC,H,),NBr.

Para poder conseguir composiciones y tamafios iguales en las distintas ferritas, se debera varias




tanto la corriente como la temperatura durante el proceso de sintesis, con el fin de obtener las
condiciones en cada caso mas optimas.

Una vez obtenidas las nanoparticulas magnéticas seran caracterizadas por distintas técnicas como
TEM, rayos-X, ICP masas para verificar las propiedades de las mismas.

Posteriormente los materiales obtenidos seran utilizados en la preparacion de los compositos. En
este punto se pretende encontrar la proporcion optima de nanoparticulas y enzimas, asi como de
los medios de dispersion. Una vez se obtengan las condiciones optimas de preparacion de los
compositos, se aplicaran estas a la fabricacion de electrodos magnéticos que sirvan como
plataforma para inmovilizacion de las nanoparticulas y las enzimas, buscando la optimizacién de
la respuesta del biosensor.

La respuesta electroquimica de los biosensores, una vez obtenidos los electrodos modificados,
se medira por medio de voltamperometria ciclica, en una disolucion amortiguadora de fosfatos a
pH = 7.4. Se variara el potencial entre -0.30 y 0.8 V en una disolucion de peroxido con el fin de
comprobar la respuesta del sistema electrédico a la oxidacion y reduccion del mismo. La
caracterizacion también puede llevarse a cabo posteriormente, mediante amperometria,
manteniendo un volumen de trabajo y haciendo adiciones del analito, que puede ser peroxido y
glucosa. En este punto se calcularan limites de deteccion, cuantificacion, sensibilidad, e

interferentes.

Ademas los electrodos preparados y ya sistematizada de forma Optima las condiciones de
adhesidn al electrodo de trabajo se utilizaran para conocer la respuesta del sistema a la reduccion
de oxigeno. Se emplearan disoluciones basicas (KOH, NaOH) saturadas con oxigeno. El estudio
se realizara por voltametria ciclica y utilizando un electrodo rotario para calcular los parametros
cinéticos, tales como ndmero de electrones intercambiados en la reaccion, coeficientes de
transferencia y densidad de corriente de intercambio en equilibrio. La comparacion en la
respuesta electrocatalitica de las ferritas de Fe, Ni y Co empleadas nos proporcionara el posible

mecanismo electrocatalitico y las diferencias o similitudes entre los tres materiales empleados.
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