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Abstract

Gold threads of 0.50 mm of diameter and 25 mm in length were used as work electrodes. These elec-
trodes were electrochemically characterized and their effective areas were determined. The gold surface
was chemically modified with a self-assembled monolayer of thiols (SAMs) and, by means of successive re-
actions, they get bonded covalently to the thiols monolayer, ligands with chelates metallic ion groups (de-
rived from the nitrilotriacetic acid, ANTA) which show affinity by surface receptors generated in a genetic
enzyme via engineering techniques. The obtained results showed the good sensitivity, specificity and sta-
bility of the used electrochemical techniques in this work.

Key words: Modified gold electrodes, thiol self-assembled monolayers, SAMs, horseradish
peroxidase immobilization.

Modificacion de superficies de oro
para la inmovilizacion orientada de peroxidasa
de rabano recombinante

Resumen

Hilos de oro de 0,50 mm de diametro y longitud de 25 mm, se utilizaron como electrodos de trabajo.
Estos electrodos fueron caracterizados electroquimicamente y determinadas sus areas efectivas. La su-
perficie de oro fue modificada quimicamente con monocapas autoensambladas de tioles (SAMs) y median-
te reacciones sucesivas se van uniendo covalentemente a la monocapa de tioles, ligandos con grupos que-
lantes de iones metalicos (derivados del acido nitrilotriacético, ANTA) que muestran afinidad por recepto-
res superficiales generados en una enzima mediante técnicas de ingenieria genética. Los resultados obte-
nidos mostraron buena sensibilidad, especificidad y estabilidad con las técnicas electroquimicas utiliza-
das en este trabajo.

Palabras clave: Electrodo de oro modificado, monocapas autoensambladas de tioles, inmoviliza-
cion de peroxidasa de rabano.

Introduccion municacion 6ptima entre ambos componentes.

Los métodos tradicionales, tales como atrapa-

Un elemento muy importante en el desarro- miento en hidrogeles generados in situ, adsorcion

llo de un electrodo enzimatico es la integracion de mediante interacciones hidréfobas o i6nicas,
la enzima con el electrodo para conseguir una co- etc., son de dificil control y poco reproducibles,

Rev. Téc. Ing. Univ. Zulia. Vol. 30, No. 3, 2007



226

Matheus et al.

ademas no aseguran una orientacion adecuada
de la enzima con respecto a la superficie del elec-
trodo. Un método de inmovilizacion ideal deberia
dar lugar a un recubrimiento controlado de bio-
moléculas unidas especificamente, reversible-
mente y en determinadas circunstancias orienta-
das avoluntad. En el campo de las enzimas, la re-
versibilidad permitiria la sustitucion de molécu-
las de proteinas inactivas por otras nuevas acti-
vas; la especificidad, permitiria la inmovilizacion
selectiva de una proteina dada de entre las pre-
sentes en una mezcla compleja evitando purifica-
ciones previas; la inmovilizaciéon orientada de las
proteinas, eliminaria impedimentos estéricos
para la accesibilidad del substrato al centro acti-
vo. A las anteriores caracteristicas podria sumar-
se el poder controlar, a conveniencia, la reversibi-
lidad de la unién enzima-soporte [1-3]. Como
consecuencia en los ultimos anos se han desa-
rrollado nuevas lineas de investigacion tendien-
tes a alcanzar metas que impliquen una buena
reversibilidad, especificidad e inmovilizacion
orientada de la enzima. Entre ellas cabe destacar
los esfuerzos para controlar la orientacion de las
moléculas de enzima con respecto a la superficie
del electrodo a través de una inmovilizacion me-
diante interacciones especificas del tipo ligan-
do-receptor [2-5]. Este es el tipo de estrategia uti-
lizada en la presente investigacion. Para ello se
ha empleado la técnica de recubrimiento de su-
perficies de oro con monocapas autoensambla-
das de tioles (SAM) generadas por simple inmer-
sion de oro limpio en una disoluciéon de un tiol
adecuado. Partiendo de acidos tio-carboxilicos,
mediante reacciones sucesivas se han unido co-
valentemente a la monocapa de tioles ligandos
con grupos quelantes de iones metalicos (deriva-
dos del acido nitrilotriacético, ANTA) que mues-
tran afinidad por receptores superficiales gene-
rados en un enzima mediante técnicas de inge-
nieria genética. Es importante mencionar que la
incubacién del electrodo modificado en solucio-
nes acuosas de iones de metales de transicion ta-
les como: Co*?, Ni*?, Zn*?, Cu*? da lugar a la for-
macion en los extremos de las cadenas de la mo-
nocapa, de quelatos hexadentados de los que 4 li-
gandos son aportados por el ANTA y dos por la
proteina (Figura 1) [6]. De entre ellos, para el pre-
sente trabajo se ha elegido el cation Co(Il) por pre-
sentar una menor constante de formacion (pK =
10,4), lo que se traduce en una estabilidad mode-

O/His-tag
U on /=

His-tag

Figura 1. Estructura del complejo ANTA-Me*?
sobre un soporte sélido. Las flechas indican
los lugares donde se unen las moléculas
de polihistidina (His-tag).

rada de la unién metal-proteina favoreciendo la
ruptura de los enlaces Co(Il)-proteina en condi-
ciones poco drasticas, tales como concentracio-
nes moderadas de imidazol y pH neutro o ligera-
mente basico. La anterior es una condicion muy
importante para el estudio de la reversibilidad de
la union Co(Il)-proteina, asi como para estudiar
la estabilidad de la union Co™-proteina en fun-
cion del estado redox del i6n metalico (investiga-
cion en curso). En el laboratorio en el que se ha
llevado a cabo esta investigacion se ha venido tra-
bajando desde hace una década en la prepara-
cion de dispositivos experimentales que permi-
tan evaluar la bondad de estas afirmaciones.

La plataforma de base en la que se ha apo-
yado esa investigacion ha sido la estructura mo-
lecular ordenada bidimensionalmente que se ob-
tiene tras la quimisorcion oxidativa de tioles so-
bre superficies de oro, uno de los ejemplos mejor
caracterizados de sistemas autoensamblados
por quimisorcion [7, 8]. La enzima utilizada en el
presente estudio ha sido la peroxidasa de rabano
(horseradish peroxidase, HRP) a la que se ha ana-
dido una cola de seis histidinas en el extremo
N-terminal de la proteina (HRP,,.-Ny,/). Esta enzi-
ma cataliza la reduccion de peréxido de hidroge-
no a agua con electrones suministrados directa-
mente por el electrodo o a través de mediadores
redox difusibles que transportan los electrones
desde la superficie del electrodo al centro activo
de la enzima, un anillo porfirinico. Se utilizo
como control la HRP nativa, la cual carece de mo-
tivos repetitivos de histidina. Todas las modifica-
ciones realizadas en la superficie del electrodo
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han sido comprobadas previamente con técnicas
de voltametria ciclica por otros autores [9-14] y
otras técnicas, entre las que podemos mencio-
nar: espectroscopia de fotoelectréon de rayos X
(XPS) [12, 14, 15], resonancia paramagnética de
electron (EPR) [13] y absorciéon atémica de plas-
ma (ICP) [12].

El objetivo de esta investigacion es disenar
un procedimiento de preparacion de electrodos
enzimaticos, basado en la utilizacion de enzimas,
a las que, mediante procedimientos de ingenieria
genética, se les han creado motivos de afinidad
especifica para un ligando determinado, siendo
de suma importancia el control de la orientacion
y mantener la actividad de la enzima una vez in-
movilizada en la superficie de oro modificada.

Parte Experimental

Actividad enzimatica de la peroxidasa
de rabano HRP recombinante,
modificada genéticamente con cola de
seis histidinas (N, rec-HRP)

La determinacion de la actividad enzimati-
ca se realiz6 utilizando el método descrito por
Bergmeyer [16] con guaiacol (2-metoxifenol)
como substrato, que en presencia de H,O, da lu-
gar a la reduccion del centro activo de la enzima,
de naturaleza no proteica (una unidad de activi-
dad enzimatica, U, es la cantidad de enzima que
cataliza la conversion de 1 pmol de substrato por
minuto. Se utiliza también en combinacion con
otras unidades, U/mg de proteina o U/mL, para
senalar, respectivamente, la actividad enzimati-
ca especifica o la concentracion de actividad enzi-
matica). Las medidas se realizaron en PBS (tam-
pon fosfato salino 50 mM) a pH 7,0 utilizando
guaiacol 80 mM, H,O, 2 mMy disolucion enzima-
tica 0,3 uM en PBS. La medida se realiz6 a 25°C,
observandose una disminucion de la absorban-
cia a 419 nm, caracteristica de la oxidacién pro-
gresiva del guaiacol y representada por la apari-
cion de un color anaranjado (e 4,4=6,4 mM t.em™).

Medida de la concentracion de
proteinas
Como enzimas se han utilizado dos prepa-

raciones de peroxidasa de rabano. Una produci-
da naturalmente por el rabano (HRP nativa) y la

otra modificada genéticamente, a la que se le han
introducido 6 moléculas de histidina en el extre-
mo N-terminal de la cadena polipeptidica (N,
rec-HRP) la cual es expresada en Escherichia coli
de acuerdo con el protocolo descrito [17, 18]. La
masa molecular de la proteina modificada genéti-
camente es de 34 kDa y la actividad catalitica,
medida colorimétricamente, es de 1.200 unida-
des/mg de proteina. Se llevé a cabo utilizando el
meétodo de Bradford [19] mediante el reactivo co-
mercial Biorad y empleando como patroén sero al-
bumina bovina. Los experimentos para la deter-
minacion de la actividad enzimatica y los mg de
proteina total fueron realizados en un espectro-
metro UV-visible Uvikon 940 de Kontron con
bario termostatizado.

Medidas electroquimicas

La metodologia empleada en la preparacion
de las monocapas de acido ditiéctico y su poste-
rior derivatizacion se ha basado en la utilizacion
de nuevas estrategias de inmovilizacion controla-
da de enzimas a superficies funcionalizadas de
electrodos. Como técnica analitica de caracteri-
zacion de las monocapasy sus derivados enzima-
ticos se ha empleado la voltametria ciclica en una
celda convencional electroquimica de tres elec-
trodos bajo atmoésfera de nitrégeno en tampon
fosfato 50 mM, KC1 0.1 M, pH 7,0.

Los experimentos electroquimicos se reali-
zaron utilizando como electrodos de trabajo,
electrodos de hilo de oro con 99,99% de pureza
(Goodfellow), de 0,50 mm de diametro y longitud
aproximada de 25 mm sobre soportes de cobre ci-
lindricos de 5 mm de diametro y 40 mm de longi-
tud. Estos soportes se adaptaron a uniones es-
meriladas de vidrio, con un hilo de tungsteno de
1mm de diametro y 80 mm de longitud en contac-
to eléctrico con el hilo de oro (por el extremo infe-
rior) mediante una clema de ferreteria, que hacia
también de tope, garantizando asi la misma lon-
gitud del hilo de oro. El soporte de vidrio presenta
en su parte superior una salida de gases. Como
electrodo auxiliar se utilizé un hilo de platino con
99,99% de pureza (Goodfellow), de 0,50 mm de
diametroy como electrodo de referencia Ag/AgCl,
3M en KCI. Todos los experimentos fueron reali-
zados a temperatura ambiente, presion atmosfé-
rica y cuando fue necesario, atmosfera saturada
de Nitrogeno, previamente purificado mediante

Rev. Téc. Ing. Univ. Zulia. Vol. 30, No. 3, 2007



228

Matheus et al.

su paso por una columna rellena de catalizador
BASF-R311 calentada a 180°C. La celda utilizada
fue construida en vidrio, con un solo comparti-
miento y donde el electrodo de referencia estaba
conectado mediante un puente salino contenien-
do la solucion de electrolito. El potenciostato fue
un analizador BAS, modelo CV-50W conectado a
un PC 486/DX2.

Limpieza de los electrodos

Los electrodos de hilo de oro se pasaron por
la llama suave hasta el rojo vivo, se dejaron en-
friar y posteriormente se pulieron con gam-
ma-alimina 3 (0,05 micron, Buehler). Se lavaron
con agua bidestilada, se sonicaron durante
15 minutos en etanol-H,O (2:1) y finalmente se
secaron al aire.

Caracterizacion y determinacion
del area efectiva del electrodo

Se llevé a cabo mediante la realizaciéon de
voltametrias ciclicas en medio acido, sometiendo
el electrodo de oro limpio a un barrido de poten-
cial desde +0,5 V hasta +1,5 V en acido sulfarico
0,5M, a velocidad de barrido 100 mV s™' y atmés-
fera de N, El area efectiva del electrodo se deter-
mino integrando el area bajo el pico catédico ca-
racteristico del oro y proximo a + 0,9 V.

Formacién de monocapas de tioles
(SAMs)

El electrodo de hilo de oro, una vez calcula-
da su area efectiva, se sumergié en una disolu-
cion 1mM de acido DL-6,8-ti6ctico preparada en
etanol-H,O (2:1) durante 24 horas para formar
una monocapa de acido tioctico (SAM-TOA). Se-
guidamente se lavé con etanol-H,O (2:1) durante
5 minutos y luego se seco al aire (Figura 2).

] s
o OH
Au TOA <0
Etapa 1 <
L _S:Z/\/\ _OH
Cx

Figura 2. Formacion de una monocapa
de tioles.

Activacion de los grupos carboxilicos
de la monocapa

Se realiz6 sumergiendo el electrodo de
SAM-TOA durante 3 horas en una soluciéon de
N-hidroxisuccinimida 0,1 M y 1-etil-3-(3-dimeti-
laminopropil)carbodiimida (EDAC) 0,1 M en di-
metilsulfoxido, formandose SAM-TOA-EDAC. Fi-
nalmente se lavé 5 minutos en dimetilsulféxido
(Figura 3).

Acoplamiento del ligando

Se realizé la amidacion de los ésteres de
succinimida de la SAM-TOA-EDAC, introducien-
do el electrodo en una disolucion de ANTA 50 mM
preparada en DMF-H,O (1:1), formandose
SAM-TOA-EDAC-ANTA. Seguidamente se lavo
durante 5 minutos en agua bidestilada y se intro-
dujo el electrodo unos segundos en KOH 0,1 M
(Figura 4).

Formacion del quelato metalico

Se llevo a cabo mediante la incubacion del
electrodo SAM-TOA-EDAC-ANTA en disolucion
acuosa de CoCl,.6H,0 40 mM durante 2 horas,
obteniéndose asi SAM-TOA-EDAC-ANTA-Co(II)
en atmosfera saturada de nitrégeno. Finalmente
se lavo el electrodo en agua bidestilada quedando

_ 2:2/\/\ _ z:Z/\/\ O
c " NHS-EDAC O
Au o —_ 6 o
> Etapa 2 s o
] Slv\c OH i % O_Ni]
0 ﬁ/
(6] (6]

Figura 3. Activacion de los grupos carboxilicos de la monocapa.
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Figura 4. Acoplamiento del ligando ANTA.
asi preparado para la posterior union de la pro- i O\\C/OH OH
teina (Figura 5). E:Z/\A /\/\)\ KC\\O
o NA N
Unioén de la proteina peroxidasa de o \\C/O“
2 . N \
rabano HRP recombinante, modificada Au °
genéticamente con cola de seis o on oy
3 . 3 - \C/
histidinas (HRP- N;.) s /\/\)\ //C\\O
Los electrodos modificados [SAM-TOA- o N N
EDAC-ANTA-Co(II)] se incubaron en una disolu- - & \\C/O”
cién enziméatica de la proteina 0,1 mg/mL en PBS - o
a pH 8,0 durante 1 hora. Seguidamente se lava- Co Etapa 4
ron durante 5 minutos en la misma solucion O\ o
tampon y se colocaron en la celda electroquimica. M 0O 8/ 2+ _OH,
S /CO
Caracterizacion electroquimica N N i "OH,
de los soportes de oro \/\/\gro
Au o
La voltametria ciclica en H,SO, 0,5 M de un 0
electrodo de oro preparado segun el procedimien-
to descrito en la metodologia, mostré los picos o
anodico y catédico del 6xido. Estos picos se en- o Q
cuentran préximos a +1,1 y +0,9 V respectiva- 05 8/ §2+/OH2
mente, caracteristicos de una superficie de oro S Ao
policristalina limpia [20, 21]. A partir del pico de i OH,

reduccion a 0,90 V, se puede cuantificar el area
de los electrodos, obteniéndose para los hilos de
oro un valor de 0,18 + 0,05 cm? [11].

Ensayos electroquimicos

Los electrodos modificados [SAM-TOA-
EDAC-ANTA-Co(II)] se colocaron en la celda elec-
troquimica, previamente desoxigenada mediante
burbujeo con corriente de N,, conteniendo
1.980 uL de PBS a pH 7,0 y 20 uL de tionina
1 mM, como mediador redox, realizando la volta-
metria ciclica tras incubacion en HRP-Ny, 7,7
ug.mlL™'. Posteriormente se anadi6 a la misma di-

Figura 5. Formacion de quelato metalico
con Co(II).

solucion H,O, a diferentes concentraciones y se
realizaron, en cada caso, nuevas voltametrias.
Antes de medir el efecto catalitico se realizaron
diferentes voltametrias con el fin de obtener las
condiciones 6ptimas de trabajo, respecto a pH,
concentracion de tionina y concentracion de pe-
roxidasa.
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Resultados y Discusion

Caracterizacion de las monocapas
generadas por sondas electroquimicas

La construccion de la monocapa paso a
paso ha sido caracterizada en nuestro laborato-
rio mediante la utilizacion de técnicas electroqui-
micas. Particularmente util ha sido la voltame-
tria ciclica utilizando dos especies electroactivas,
ferricianuro de potasio y hexa amino-rutenio [9,
11-13]. En nuestro caso realizamos voltametrias
ciclicas en electrodos de oro desnudo, modifica-
dos con monocapas SAM-TOA, con monocapas
SAM-TOA-EDAC-ANTA y monocapas SAM-TOA-
EDAC-ANTA-Co(II), en disoluciones 1mM de
Fe(CN), °y 1 mM de Ru(NH,),** en KC1 1 M a pH
5,5. La velocidad de barrido fue de 100 mV s™' y
las ventanas de potencial de 400 a -100 mV y de
100 a -450 mV vs Ag/AgCl respectivamente. Los
resultados obtenidos en las diferentes voltame-
trias ciclicas con ambas disoluciones, se obser-
van en la Tabla 1.

Estos resultados muestran un comporta-
miento reversible en ambas disoluciones para el
electrodo de oro desnudo. Con respecto al elec-
trodo modificado con monocapa SAM-TOA, se
observa la supresion de la respuesta del ferricia-
nuro debido a la repulsion de cargas entre los
carboxilatos y las cargas negativas del Fe(CN)6_3.
En este mismo electrodo, se obtiene una respues-
ta voltamétrica de Ru(NH3)6+3, no observando
efecto alguno en el comportamiento de la curva
voltamétrica respecto a la obtenida con electro-
dos de oro desnudos, s6lo una pequena diferen-
cia en la variacion del potencial de pico (AEp). La
caracterizacion electroquimica de la monocapa

SAM-TOA-EDAC-ANTA, también muestra la su-
presion de la respuesta del ferricianuro, obser-
vando en la respuesta voltamétrica del
Ru(NH3]6+3 un valor de AEp=60 mV. En cuanto a
la caracterizacion electroquimica de la monocapa
SAM-TOA-EDAC-ANTA tras su incubacion en di-
soluciones anaerobias de CoCl,.6H,0, se restau-
ra parcialmente la respuesta al ferricianuro, lo
que indica la neutralizacion de los carboxilatos
por la incorporacion del metal. La respuesta al
Ru(NH3)6+3, es similar a la obtenida en la monoca-
pa SAM-TOA-EDAC-ANTA manteniendo el valor
de AEp.

Recubrimiento de las superficies de oro
con monocapas autoensambladas
de tioles (SAMs)

Los electrodos de oro se han modificado con
una monocapa de acido tiéctico (SAM-TOA) por
inmersion de éstos en una disolucion 1 mM del tiol
en etanol-agua (2:1). Trabajos previos han demos-
trado que estas monocapas son muy apropiadas
para estudios electroquimicos, dada su buena es-
tabilidad y permeabilidad a iones y moléculas de
disolvente [16, 17]. Para comprobar si ha habido
formacion de la monocapa y estimar su integridad
se efectuaron voltametrias ciclicas en KOH 0,5 M
bajo corriente de N, con el electrodo modificado
(SAM-TOA) en el rango entre 0.2 hasta -1.2 Vvs
Ag/AgCl, estimandose el recubrimiento de la su-
perficie por atomos de azufre mediante integra-
cion de las corrientes de desorcion reductivas ex-
perimentales. En la Figura 6 se muestra el volta-
mograma ciclico de desorcion, donde se observa
una onda proxima a -0,9 V caracteristica de los
tiocompuestos adsorbidos sobre oro.

Tabla 1
Potenciales obtenidos con disoluciones de Fe(CN]e;_3 1mMy Ru(NHg)e+3 1 mM
para los electrodos desnudos y modificados

Electrodo Fe[CN)({3 1 mM

Ru(NH,)s" 1 mM

Potencial Potencial anédico Potencial Potencial
catodico (mV) (mV) catodico (mV) anodico (mV)
Oro desnudo 150 210 -180 -120
SAM-TOA - - -150 -100
SAM-TOA-EDAC-ANTA - - -210 -150
SAM-TOA-EDAC-ANTA-Co(II) 130 410 -210 -150
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Figura 6. Voltamograma ciclico tipico
de desorcion reductiva en KOH 0,5 M
de un electrodo de hilo de oro modificado
con SAM-TOA. Velocidad de barrido
100 mV s'. Atmésfera de N,,.

Para estimar el recubrimiento de la superfi-
cie por atomo de azufre, se determina el area, am-
perios. milivoltios (A.mV) bajo la curva del pico de
desorciony al dividir entre la velocidad de barrido
(100 mV s7!), obtenemos el valor de la carga en
coulombios (C). Como se sabe, la carga de un
electron es igual a 1,602 x 1079 C., con lo que se
calcula el numero de electrones correspondiente
a la carga antes estimada. Relacionando estos
electrones con el numero de Avogadro (6.02 x
102® moléculas) y dividir este valor entre el area
geomeétrica del electrodo de oro (obtenida de la
voltametria ciclica en H,SO, 0,5 M), se obtienen
los moles de atomo de azufre quimisorbidos a la
superficie de oro, obteniéndose un valor de (7,5 +
0.5) x 10" mol em™ (n = 8).

Es importante mencionar que la disponibi-
lidad de electrodos recubiertos con monocapas
muy estables es un factor fundamental para el
éxito en la preparacion de electrodos enzimaticos
que deben soportar moléculas de proteina de ele-
vado peso molecular. Resultados previos del la-
boratorio demostraron que la incorporacion de
enzima f-galactosidasa con motivos de union a
colina en superficies de oro funcionalizadas con
SAM-TOA-colina persistia varios meses después
de su preparacion [12]. Asimismo los resultados
descritos en este trabajo con electrodos recubier-
tos con monocapas de ANTA-Co(Il) a los que se ha
unido el enzima HRP-N;,, y que habian sido al-
macenados en nevera durante mas de 1 ano,

mostraron una monocapa intacta asi como acti-
vidad residual de peroxidasa, a pesar de que pre-
viamente habia sido medida su actividad repeti-
das veces.

Actividad de la enzima inmovilizada
sobre electrodos modificados con
monocapa SAM-TOA-EDAC-ANTA-Co(II)

El valor de pH = 7,0 fue seleccionado de la
bibliografia consultada [24-28]. Con respecto ala
concentracion de tionina se realizaron VC a dife-
rentes concentraciones de ésta manteniendo el
H,0,en 1 mMy la peroxidasaen 7,7 ug.mL™'. Los
resultados obtenidos mostraron un aumento de
la intensidad de pico con la concentracion de tio-
nina, alcanzando un plateau a partir de 10 uM de
tionina. Este comportamiento es caracteristico
de un proceso electrocatalitico atribuible a la pre-
sencia de enzima activa incorporada al electrodo
funcionalizado. En cuanto a la concentracion de
H,0, también se realizaron VC a diferentes con-
centraciones manteniendo la tionina en10 uM y
la peroxidasa en 7,7 ug.mL™. Los resultados
mostraron un aumento lineal de la intensidad de
pico con la concentracion de H,O, alcanzando un
maximo en 1 mM y descendiendo de manera pro-
gresiva a partir de este valor.

La Figura 7 muestra voltamogramas cicli-
cos obtenidos con uno de estos electrodos en pre-
sencia del mediador tionina 10 uM registrados
antes (trazo a) y después de anadir H,O, a una
concentracion final 0.2 mM (trazo b). En esta
reaccion enzimatica la molécula de HRP transfie-
re dos electrones al H,O, segun el siguiente es-
quema, en el que las etapas 1y 2 son enzimaticas
y la etapa 3 electroquimica:

1) HRP + H,0, - HRP()) + H,0
2) HRP()) + S — HRP(I) + S'

3) HRP(Il) + S - HRP + S" + H,0,

donde HRP es la enzima reducida y HRP(I) y (II)
son las formas intermedias oxidadas. Sy S°* son
el substrato donador de electrones, en este caso
tionina, y el producto radical de su oxidaciéon mo-
noelectronica respectivamente [25-27]. En este
sentido podemos decir que la actividad enzimati-
ca, y por tanto la inmovilizacion de esta enzima,
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puede seguirse electroquimicamente mediante la
utilizacion de mediadores redox solubles. Ade-
mas, en presencia de H,0,, 0.2 mM, la onda vol-
tamétrica del mediador (trazo a) se ha convertido
en una onda de corriente que responde a una
transferencia de carga reversible con control
mixto, catalitico y difusional. Esta onda mues-
tra un pico muy acusado de corriente a un po-
tencial muy similar al del potencial estandar del
mediador (trazo b). A concentraciones superio-
res de substrato (trazos c y d), la curva de co-
rriente en forma de pico va cambiando progresi-
vamente a curvas en plateau lo que indica que la
concentracion de substrato es lo suficientemen-
te alta como para mantenerse igual a la del bulk
entrando en un régimen en el que controla la
reaccion enzimatica. A medida que aumenta la
concentracion de H,O,, se observa en paralelo al
cambio de forma de la onda voltamétrica, una
disminucion del valor de la corriente del plateau
debido al bien conocido efecto inhibidor de la pe-
roxidasa por su substrato H,0, (Figura 8). Es de
mencionar que en ausencia de tionina no se ob-
serva corriente catalitica alguna lo que indica la
ausencia de transferencia directa de electrones
entre el grupo prostético de la enzima y la super-
ficie del electrodo.

Especificidad de la unién a través
de la cadena de polihistidinas

Con respecto a la especificidad de la unién a
través de la cadena polipeptidica, se utilizo la pe-
roxidasa nativa como control para establecer si
realmente la incorporacion de la proteina modifi-
cada HRP-Ny, a la monocapa con motivos
ANTA-Co(II) se lleva a cabo a través de las colas de
histidinas. Los resultados obtenidos se pueden
apreciar en la Figura 9, donde se observa que los
electrodos incubados en HRP nativa, en presen-
cia de tionina y H,0, muestran una corriente ca-
talitica residual [voltamograma (b)], con un valor
de corriente de pico catodica de 1,26 pAy el pico
de corriente anddica tiende a desaparecer, casi
indistinguible del voltamograma del mediador
tionina en ausencia de peroxido de hidrégeno
[voltamograma (a)], en claro contraste con el tra-
zo ¢ que corresponde a un electrodo similar pero
incubado con la enzima modificada con colas de
histidina, donde se alcanza un valor de 23,7 uA
[voltamograma (c)]. En el recuadro insertado en
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Figura 7. Voltamogramas ciclicos de electrodos
de oro modificados con monocapas
SAM-TOA-EDAC-ANTA-Co(Il) tras incubacion
en Ny, rec-HRP 7,7 ig.mL™". Con H,0,:

(@) 0, (b) 0,20 mM. (c) 0,60 mM. (d) 1 mM.
Tionina 10 uM. PBS a pH 7,0.
Velocidad de barrido 5mV s™'. Atmésfera de N,,.
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Figura 8. Voltamogramas ciclicos de electrodos
de oro modificados con monocapas
SAM-TOA-EDAC-ANTA-Co(Il) tras la incubacion
en Ny, rec-HRP 7,7 u.g.mL_l. Con H,0,:

(d) 1 mM, (e) 1,8 mM. (f) 2,4 mM. (g) 3,6 mM.
(h) 6 mM. (i) 12 mM. Tionina 10 uM.

PBS a pH 7,0. Velocidad de barrido 5mV s ™.
Atmosfera de N,,.

la Figura 9, se muestran los voltamogramas (a) y
(b), en una escala ampliada donde se aprecia me-
jor la corriente catalitica residual obtenida con

un electrodo incubado en HRP ;...

Una respuesta catalitica tan débil indica
que la proteina sin cola de histidinas se inmovili-
za sobre el electrodo probablemente de forma
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Figura 9. Voltamogramas ciclicos de electrodos
de oro con monocapas SAM-TOA-
EDAC-ANTA-Co(Il) tras incubacion en HRP
7,7 ug.mL™". (a) HRP,,,, en ausencia de H,O,.
(b) Con HRP, ;. ¥ H,Oy 1 mM. (c) Con HRP
rec-Ny;s v H,O, 1 mM. Tionina 10 uM.
PBS a pH 7,0. Velocidad de barrido 5 mV s

inespecifica, ya que una vez lavado el electrodo
con PBS a pH 7,0 la senal tiende a desaparecer, a
diferencia del electrodo modificado con HRP-Nyy,
que retiene una corriente catédica considerable
tras los lavados.

Conclusiones

Las monocapas de acido ditioctico autoen-
sambladas por quimisorcion sobre oro, tras su
activacion con N-hidroxi-succinimida, prometen
ser una buena plataforma para la sintesis de in-
terfases idoneas que permiten la unioén especifica
de macromoléculas biologicas a soportes de oro
policristalino.

La especificidad de la unién entre secuen-
cias repetitivas de histidinas en la proteina y los
complejos octaédricos de iones cobalto con va-
cantes de coordinacion, queda demostrada dado
que cuando se utiliz6 la peroxidasa nativa como
control, se obtuvo una respuesta catalitica muy
débil probablemente debido a una unién inespe-
cifica.

Con las condiciones de trabajo estableci-
das, podemos decir que los resultados obtenidos
muestran un comportamiento caracteristico de
un proceso electrocatalitico atribuible a la pre-
sencia de enzima activa incorporada al electrodo

funcionalizado, dado que una vez inmovilizada la
enzima modificada con colas de histidina pudi-
mos observar la respuesta catalitica, lo cual no
ocurre cuando la peroxidasa no presenta colas de
histidina.
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