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I. INTRODUCCION

ntre la amplia variedad de los biopolimeros presentes en la naturaleza,
Eson pocos los que, tal y como sucede en el caso de las melaninas,
pueden ofrecer implicaciones interdisciplinarias tan profundas y fascinantes que
engloben a distintas ramas de la ciencia como son la fisica, la quimica, la
biologia y la medicina. Las razones que permiten justificar esta afirmacion
descansan sobre el papel fundamental que estos pigmentos desarrollan en el
sistema pigmentario humano y también, como no, sobre la importancia socio-
econdémica y relevancia clinica de estos biopolimeros en cuanto a su
implicacién en desordenes pigmentarios entre los que destaca el melanoma, el

més agresivo entre los canceres de piel.*

En general, bajo el nombre de melaninas se designa a una de las clases
mas extensa de pigmentos naturales dentro del reino animal.? Las melaninas
constituyen pues una importante clase de biopolimeros presentes de forma
ubicua en los organismos vivos. Estos polimeros exhiben propiedades fisicas y
guimicas muy interesantes que estan estrechamente relacionadas con su
actividad biolégica. Asi, en los animales, unas células pigmentarias
denominadas melanocitos sintetizan las melaninas y las almacenan en
organulos denominados melanosomas. Estan representadas en la piel, pelo,
0jos, oido interno y sistema nervioso central de los animales, en las plumas de
los péjaros e, incluso, en algunos hongos. En el pelo y las plumas,® las
melaninas cumplen una funcibn fundamental de pigmentacion y de
fotoproteccion evitando el deterioro de los mismos y contribuyendo a una labor
ornamental. En la piel, concretamente en la epidermis,* también pigmentan y
protegen de la radiacion UV, evitando asi mutaciones en el ADN celular que

conduzcan a fendmenos neoplasicos y carcinogénicos.

En los seres humanos, la melanina presente en el cerebro medio forma parte
de la llamada Substantia nigra donde combinada con moléculas de origen
peptidico e iones metalicos forma la neuromelanina, cuya funcion, sin estar
completamente definida, parece asociada a la actividad dopaminérgica.’ La

funcién de la melanina en los ojos es la de evitar que la luz incida con alta
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intensidad en los tejidos fotosensibles con el fin de aumentar el contraste en
las imagenes que se forman tras la sefial luminosa en la retina.® En el oido
interno desempefia un papel todavia poco conocido pero aparentemente

relacionado con la atenuacion de las ondas sonoras.’

Una de las funciones mas conocidas de las melaninas es, indudablemente,
la de la fotoproteccion frente a la radiacion UV, lo que se conoce como tampon
frente al estrés fotoquimico, toda vez que la formacion de melanina es
rapidamente inducida por la exposicion a radiacion UV de los melanocitos.
Como se ha dicho, en la piel de los animales, la melanina pigmenta vy, a la vez,
protege de la radiaciéon UV, evitando asi mutaciones en el ADN celular, por
medio de reacciones fotoquimicas inducidas por radiaciéon UV, que pudieran
ocasionar conformaciones andmalas que impidan la correcta expresion del
ADN.® La melanina es capaz de absorber fotones y disipar la energia absorbida

como calor, sonido y, probablemente, otras formas de relajacién no radiante.®

Ademas, las melaninas desarrollan algunas otras funciones importantes
como por ejemplo, la de amortiguar la actividad de especies oxidantes tales
como peroxidos y superoxidos, asi como de diversos iones metalicos o de
radicales libres.* La melanina es capaz de atrapar grandes cantidades de
cationes metalicos tales como Ca, Mg, Cu, Al, Zn y Fe.*® De hecho, estudios
recientes demuestran que, en la neuromelanina (NM) presente en la
Substantia Nigra del cerebro medio humano, el hierro aparece comunmente
asociado a este pigmento.'* Asi, en el cerebro de pacientes con Parkinson, la
muerte neuronal estd acompafiada por elevados niveles de hierro y una
pérdida de NM.*2

En cuanto a los antecedentes historicos concernientes a la investigacion en
melaninas hay que decir que la pigmentacion ha atraido la curiosidad y la
atencion del ser humano desde el principio de los tiempos. De hecho el estudio
de la pigmentacibn comenzé hace no menos de cuatrocientos afios con el
primer estudio experimental descrito por Santorio Santorius (1561-1636) que
atribuy6 la tonalidad de las pieles de color a la presencia de bilis. A principio del
siglo dieciocho los estudios que pretendian encontrar bilis en la piel habian
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fallado repetidamente y, paralelamente, Alexis Littre (1658-1726) publico la
presencia de un pigmento insoluble de color negro adherido a la membrana
reticular. Si bien ya se habia descubierto la melanina, fueron necesarios
avances posteriores tanto en técnicas analiticas como de sintesis en el campo
de la quimica para poder avanzar en el conocimiento del origen, la sintesis y

las propiedades quimicas de las melaninas.

Posteriormente, Otto von Furth y Hugo Schneider propusieron que las
melaninas (nombre derivado de la palabra griega melas, negro) eran el
resultado de la interaccibn entre una oxidasa intercelular con grupos
aromaticos en ciertas proteinas.’® En este sentido, Bruno Bloch, inspirado por
esta hipétesis, descubrié que determinadas células llevan a cabo reacciones
cataliticas mediante las cuales oxidan dopa a melanina. Como consecuencia,
denomind a la enzima responsable como dopa-oxidasa. En 1895, Emile
Bourquelot y George Bertrand encontraron tirosinas en hongos y descubrieron
que la tirosinasa convertia a la tirosina en un pigmento negro similar a la

melanina de mamiferos.*

Alun mas importante, en 1927 Henry Stanley Raper pudo aislar dopa como
producto primario de la reaccion de la enzima tirosinasa con la tirosina y, por
medio de cuidadosos estudios quimicos, pudo establecer los primeros pasos
quimicos para la oxidacién enzimatica de tirosina a melanina.'® De hecho, fue
capaz de aislar derivados del 5,6-dihidroxiindol (DHI) y del 5,6-dihidroxiindol-2-
acido carboxilico (DHICA), Figura l.1a-b, respectivamente. Estas dos especies
inddlicas son consideradas en la actualidad inequivocamente como las
unidades fundamentales constituyentes del pigmento oscuro denominado

eumelanina.

a J b .0
JJ"J 2
)“.J
i 2 9
J‘ ‘J 2Jd 9
9 29
5 @ ° o

Figura I.1. DHI (a). DHICA (b). Atomos de N en azul, de C en gris, O en rojo e H, blanco.
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En 1948 Howard Mason extendi6 el esquema molecular de Raper e introdujo
un modelo polimérico para describir a las melaninas que implicaba la
autocondensacién de quinonas inddlicas.'® Durante la década de los sesenta
los estudios realizados sobre varios pigmentos naturales dieron lugar a una
clasificacion de las melaninas en dos clases bien diferenciadas: eumelaninas
(eu, prefijo griego para bueno) y feomelaninas (phaeo, prefijo griego para
oscuro). En 1966 Prota puso de manifiesto una importante diferencia quimica
entre ambas clases al demostrar que las feomelaninas son consecuencia de la
reaccion especifica de cisteina con las quinonas producidas en la oxidacion de

tirosina. Tal reaccion no tiene lugar en la sintesis de eumelanina.*’

En los afos posteriores se llevaron a cabo importantes avances en
diferentes aproximaciones cuantitativas basadas en la degradacion oxidativa y
en la hidrdlisis reductiva de estos pigmentos naturales que arrojaron luz sobre
aspectos especificos relacionados con la estructura molecular de las
melaninas.’® M&as adelante retomaremos estas cuestiones en mayor

profundidad.

De acuerdo a lo expuesto, se puede concluir que el grado y la naturaleza de
la pigmentacién presente en la piel, pelo y ojos en los seres humanos estan
condicionados en cierta medida por la habilidad de determinadas células
especializadas de sintetizar el pigmento de color negro denominado
eumelanina y el de color amarillo rojizo que recibe el nombre de feomelanina.
Como se ha indicado anteriormente se trata de polimeros heterogéneos
compuestos principalmente por dihidroxiindoles provenientes de la
polimerizacién oxidativa de la tirosina o dopa* La eumelanina es la modalidad
de melanina mas ampliamente extendida y estd compuesta por especies
moleculares derivadas del acoplamiento de dos monémeros: DHI y DHICA, ver
fig. l.1a-b.

Por su parte, en segundo lugar, dentro de las melaninas con actividad
bioldgica, se debe considerar a la feomelanina, consistente en pigmentos
amarillo-rojizos que difieren significativamente en su estructura quimica de la

eumelanina, es decir, presentan cisteinas en el esqueleto del polimero, los DHI
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parecen no existir y, en su lugar, la molécula presenta cisdopas, moléculas
formadas por la reaccion de cisteina con dopa, que se incorporan a la

estructura en forma de 1,4-benzotiazina.

En cualquier caso tanto la eumelanina como la feomelanina son obtenidas a
partir del mismo precursor, la dopaquinona, que se forma en la oxidacion de
tirosina. En la Figura 1.2 se representan las diferentes rutas sintéticas que, con
el concurso de enzimas especificas, dan lugar a los diferentes pigmentos a

partir de dopaquinona.

Tirosinasa

COOH
SR b ey

Cisteina

Tesing 2 Dopaquinona (DQ) \\
Tirosinasa>/ 1 : , =
HO =N
COOH o COOH m HNy
HO 2 mm HO s + HO COOH
”Orj NHz HaNy_/ 5og 4 NH;
" HOOC S HO
bppe o Cidadopa 5-cisteinil-S-dopa 2-cisteinil-S-dopa
) @f\-coon (55CD) (2scD)
0 N DQ
Dopacromo Do
Dopacromo Tautomerasa HOOC,
(Tyrp2) oi:>/\r°°°“ WN S
COOH
0 NHz + [
w8 . LA
o co, = wooc.  Cisdopa-quinonas
0 :@f‘\-coou
HO HO
= N.. 'N" HO coonimoooY\
5,6-Dihidroxiindol 5,6-Dihidroxiindol-2- Nm’ N COOH
(DHI) Acido carboxilico (DHICA) (Hoog) 2 S + = NH;

(o) (o) S
pQ = 2< Tyrp 1 (DHICA oxidasa) 1,4-Benzotiazina
Dopa o Tirosinasa t

m Feomelanina

Figura 1.2. Rutas biosintéticas que dan lugar a la producciéon de eumelanina y feomelanina.
Téngase en cuenta que las enzimas Tirosinasa, Tyrp 1y Tyrp 2 estan implicadas en la sintesis
de eumelanina mientras que Unicamente la tirosinasa, ademas de la cisteina, es necesaria para

la produccion de feomelanina.

La fig. 1.2 ilustra el actual modelo de rutas biosintéticas que producen
eumelanina y feomelanina, cominmente denominado esquema de Raper-

Mason. Sin embargo, aun hoy existen determinadas cuestiones que
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permanecen sin poder ser definidas completamente en lo que se refiere a las
relaciones existentes entre aquellas moléculas formadas inicialmente y la
estructura final presente en los oligdmeros, asociaciones de éstos o polimeros

que finalmente constituyen el pigmento en cuestion.

Por su parte, la NM se diferencia ligeramente de los dos tipos anteriores y se
ha propuesto que se trata de un complejo polimero formado por unidades de
dihidroxiindol y de benzotiazina junto a, posiblemente, otra serie de grupos
funcionales aun por determinar.’® También se debe comentar la existencia de
un cuarto tipo de compuesto, con caracteristicas fisicas similares a los
anteriores pero sin actividad biolégica conocida, como seria la alomelanina,

pigmento éste que se obtiene a partir de la polimerizacién de polifenoles.?

A tenor de lo expuesto y dada la extrema complejidad de las diversas
melaninas presentes en la naturaleza asi como las dificultades que entrafia su
aislamiento a partir de medios naturales, en la presente memoria se abordara
el estudio de las propiedades fisico-quimicas de un tipo concreto de
eumelanina, por otra parte la modalidad mas ampliamente investigada, la
melanina sintética.’® Dicho pigmento se obtiene a partir de la oxidacion
enzimatica (tirosinasa, peroxidasa) o quimica (Ks[Fe(CN)¢]) de dopa, DHI o
DHICA. Experiencias llevadas a cabo por medio de SEM demostraron que las
melaninas sintéticas asi preparadas se estructuran como un soélido amorfo,

incluso a escala micrométrica.?!

I.1. Estructura macromolecular

A pesar de las continuadas experiencias llevadas a cabo en las ultimas
décadas en los campos de la quimica organica y la biofisica, la estructura
macromolecular de las eumelaninas no ha sido completamente establecida sin
género de dudas. Es decir, si bien es cominmente aceptado que, en un primer
nivel, las eumelaninas son macromoléculas de DHI y DHICA, también lo es que
no existe consenso acerca de un Unico modelo que justifique la estructura
secundaria de estos pigmentos. Esto es, por otra parte, légico si se tiene en
cuenta la miriada de posibles configuraciones de enlace que las especies

inddlicas funcionalizadas pueden adoptar,?? representadas en la Figura 1.3:
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=

HO. A 3 0 o]
HO Y N HO N 0 N
DHI (HQ) sQ IQ

0 HO o]
O 00X
HO =N HO H OH
Qi CA

DHI

Figura 1.3. Monémeros basicos de las eumelaninas, DHI y DHICA y sus distintas formas rédox:
Hidroquinona (HQ), Semiquinona (SQ), Indol Quinona (IQ) y Quinona Imina (Ql). En HQ se han

numerado las distintas posibilidades de enlace.

En este sentido se ha propuesto que la polimerizacién tiene lugar
fundamentalmente por medio de las posiciones 2 y 4 en el DHI, ver fig. 1.3.%
Este hecho daria lugar a la formacion de macromoléculas lineales unidas por
medio de enlaces simples. En el caso del DHICA existen estudios
experimentales que demuestran que los acoplamientos a través de las
posiciones 3, 4 y 7 son también posibles, si bien el 4-4’ se muestra como el

acoplamiento dominante.*

Obviamente la elucidacion de los acoplamientos predominantes, si es que
existen, entre los monémeros de DHI y DHICA constituye la primera etapa a la
hora de construir un modelo consistente que defina la estructura secundaria de
las eumelaninas. Sin embargo, lo que es cierto es que incluso un ndmero
reducido de monémeros como los que son objeto del presente estudio (DHI,
DHICA vy sus correspondientes formas oxidadas, fig. 1.3) produce un numero
significativo de dimeros (16 en el caso del DHI) y, consecuentemente, un
namero apreciablemente alto de oligdbmeros de alto orden. Por tanto, el
desorden quimico observado en las eumelaninas es la consecuencia directa de

la formacién de macromoléculas a partir de sus monémeros indélicos.®

Se han propuesto dos modelos diferentes con la intencion de poder explicar
la estructura secundaria de la melanina. De acuerdo al primero de ellos, la
melanina estaria formada por un entramado de filamentos poliméricos

entrecruzados que seguirfan el modelo de Raper- Mason.* Por el contrario, en
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el segundo modelo, se considera que la melanina esta compuesta por
oligdmeros de pequefio tamafio que se agregan a su vez formando
nanoagregados de cuatro o cinco oligémeros.?® Determinar la estructura
quimica de la eumelanina y los detalles de su ensamblado en tres dimensiones
resulta, por tanto, fundamental a la hora de poder establecer correspondencias

entre su estructura y actividad bioguimica.

Durante mucho tiempo se impuso el modelo heteropolimérico para describir
la estructura secundaria de las eumelaninas que postula la formacion de las
formas extendidas de estos biopolimeros mediante la formacion de enlaces
aleatorios entre los diferentes monomeros. Tal modelo viene a ser una
ampliacién del famoso esquema de Raper-Mason para la biosintesis de
melanina consistente en la oxidacion enzimética de tirosina que desencadena
la formacion de DHI y DHICA, fig. 1.2.?> De hecho, se consideraba que este
modelo representaba la Unica via para poder explicar las propiedades
eléctricas y opticas de las melaninas, principalmente su absorbancia de banda
ancha en el UV y en el visible, su conductividad eléctrica y fotoconductividad.
En la Figura 1.4 se representan varios ejemplos del modelo extendido de

Raper-Mason:

Figura 1.4. Ejemplos de polimeros extendidos de DHI (izquierda) y de DHICA (derecha).
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Ademas, la estabilidad quimica y la insolubilidad de las melaninas podian
explicarse eficazmente por medio de este modelo heteropolimérico. De hecho
varios estudios de referencia publicados en la década de los noventa se
basaron en el principio de que las eumelaninas pasaban por ser polimeros
extendidos de DHI.?’

Sin embargo, en 1994 se propuso un modelo alternativo al anterior que
comenzé a tomar fuerza a partir de ese momento.”® Basandose en estudios
realizados por STM con la intencion de verificar estudios anteriores de rayos-
X,2° Zajac y colaboradores sugirieron que las eumelaninas lejos de estar
formadas por heteropolimeros extendidos, parecian mas bien estar
compuestas de “protomoléculas” oligoméricas de dimensiones comprendidas
entre 1,5-2,0 nm, constituidas, a su vez, por no mas de 5 6 6 unidades inddlicas
y que se apilan entre si en un modelo analogo al observado entre las hojas de
grafeno en el grafito.*® Los agregados asi formados interaccionarian entre sf
dando lugar a toda una serie de aglomerados de gran tamafo con dimensiones
y geometria variables en funcién del entorno en que se hallen. En particular
para la eumelanina de Sepia Officinalis se ha propuesto un modelo secuencial
de etapas de ensamblado que permiten justificar los tres niveles de
organizaciéon estructural descritos en la bibliografia.* En la Figura 1.5 se

muestra un esquema que ilustra lo anterior:
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Monémeros (DHI, DHICA)

(0]

Oligomeros .

Primer nivel
ensamblado

= |

Nanoagregados fundamentales
(protomoléculas)

Apilamiento-nt l

Apilamiento-nt Segundo nivel
Borde-borde ensamblado

Filamentos, pequeiios agregados

Tercer nivel
ensamblado

100 mm

100-200 nm

—‘

Grandes Particulas

Figura 1.5. Esquema que muestra la estructura de agregados propuesta para la eumelanina de

Sepia Officinalis.

Si bien se han realizado numerosos estudios apoyados en diversas técnicas

32 atn no se han

instrumentales que parecen apoyar uno u otro modelo,
encontrado pruebas concluyentes que permitan decantarse definitivamente por
uno, especialmente en lo que concierne a cuestiones relacionadas con la

conectividad entre los monémeros indélicos basicos.*?
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I.2. Propiedades optoelectronicas

Como es bien conocido, dos de las funciones mas importantes entre las que
desarrollan las eumelaninas son sin duda la pigmentacion y la fotoproteccion.
Por tanto, las propiedades Opticas de las melaninas desempefian un papel
relevante en lo concerniente a las propiedades fundamentales de las
eumelaninas. Pese a ello, aun hoy no se conoce completamente como
interacciona la radiacion UV vy visible con estas macromoléculas de melanina
para dar lugar a fendmenos tan caracteristicos como su absorbancia
monotdnica de banda ancha. De hecho, la explicacion de los aspectos mas
importantes relacionados con efectos como los descritos requeririan un modelo

estructural detallado (y correcto) a escala molecular.

La inmensa mayoria de los trabajos existentes sobre las propiedades y el
comportamiento de la melanina se dirigen especificamente a estudios
espectrofotométricos en el visible y el UV, debido precisamente a las
importantisimas propiedades fotoprotectoras que desarrolla este biopolimero.
Asi, un aspecto determinante para identificar al biopolimero con el que se esta
trabajando, es la comparacién del espectro UV-Visible de las disoluciones de
trabajo con el espectro caracteristico y reiteradamente publicado para la

eumelanina que se muestra en la Figura 1.6.
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Figura 1.6. Espectro UV-Visible de eumelanina sintética 0,003 g L* en NaOH 0,1M. El
espectro se ajusta bien a una exponencial (gréfico inserto) y no se detectan picos

cromoforos en el mismo.
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La fig. 1.6 corresponde al espectro caracteristico de las disoluciones de
eumelanina en medio basico. Es un espectro continuo, exponencial,
decreciente y que ocupa todo el rango de longitudes de onda desde 250 a 700
nm. Tales caracteristicas no son las observadas habitualmente en el caso de
cromdforos organicos que normalmente exhiben picos en el espectro
correspondientes a transiciones entre estados electronicos y vibracionales
distintos. Por tanto, parece corresponder mas a un material inorganico que a
uno organico. Esta circunstancia estd detrds del hecho de que muchos
investigadores consideren un modelo de semiconduccion en bandas para las

eumelaninas.

Muchos autores consideran que el caracteristico perfil de absorcion exhibido
por las melaninas es esencialmente dispersivo. De hecho, seria de esperar
que, en su forma natural agregada y en disoluciones donde el pigmento se
halla escasamente solubilizado, la dispersion desempefie un rol significativo,
combinandose con la absorcion molecular debido a transiciones electronicas en
las moléculas de melanina, para dar lugar a la “extincién” conjunta de la
radiacion incidente. Sin embargo, tal y como se muestra en la fig. 1.6, incluso en
disoluciones alcalinas donde el pigmento se muestra altamente solubilizado, el
perfil de absorcion descrito persiste. En cualquier caso, es claro que si bien los
procesos dispersivos incrementan la funcién foto-protectora caracteristica de
las melaninas, el espectro de absorcion subyacente se debe fundamentalmente

a efectos electronicos producidos a nivel molecular.

Por tanto, este tipico espectro exponencial registrado para las disoluciones
basicas de melanina esta producido precisamente por las caracteristicas de las
particulas que forman la disolucién y contiene un hecho diferencial importante:
la caida de la absorbancia con la longitud de onda no se corresponde ni con
una dispersion tipo Rayleigh (propia de medios dispersivos formados por
particulas muy pequefias respecto de la longitud de onda) ni con una
dispersion Mie (caracteristica de medios formados por particulas grandes).
Justamente la caida de absorbancia en las disoluciones de melanina es tipica
de los medios que contienen particulas cuyos tamafios se dispersan en un

amplio rango.* En este tipo de sistemas la absorbancia decae siguiendo una
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ley del tipo A a A%%%. Esta potencia, 1/200, es caracteristica de todos los tipos
de melanina® y se ha argumentado que se debe a la superposicién de bandas
de absorcidn no homogéneas pertenecientes a diferentes tipos de oligobmeros
gue se encuentran en la solucién. De hecho, se ha calculado que basta con
once de estas especies oligoméricas para dar lugar al perfil exponencial
descrito entre las regiones del UV, el visible y el infrarrojo cercano.”® Ademas
dicha superposicion de bandas ofrece una serie de gaps, los cuales parece ser
qgue confieren a la melanina sus propiedades semiconductoras. En la Figura 1.7
se ha representado precisamente la curva tedrica correspondiente a esta
dependencia entre la absorbancia y la longitud de onda y, tal y como puede

apreciarse, el ajuste con los datos experimentales es excelente.
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Figura 1.7. Espectro UV-Visible experimental de melanina 0,003 gL™ en NaOH 0,1M (puntos en

-1/200

color negro) junto con el ajuste de A (color rojo).

El espectro visible de moléculas organicas de gran tamafio es generalmente
dificil de interpretar debido a que la mayor parte de los transitos producen
bandas anchas y difusas. El espectro de absorcion de la eumelanina, como se
ha visto en la fig. 1.6, se caracteriza por una caida monotonica de la
absorbancia desde el UV hasta el IR cercano similar al que presentaria un
semiconductor eléctrico amorfo.3* Este hecho apoyaria el modelo estructural de

la melanina como un polimero heterogéneo y desordenado donde esa banda
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ancha de absorcidn es consecuencia de la superposicibn de numerosas
bandas de absorciébn de oligbmeros de pequefio tamafio. Sin embargo,
medidas recientes de difraccion de rayos X de angulo alto (WAXS)?® y de
angulo bajo (SAXS)*®, STM* y mas recientemente por AFM® han revelado la
presencia de estructuras empaquetadas. Estos resultados sugieren un modelo
para la estructura de la eumelanina basado en un apilamiento en forma de
capas de protomelanina que a su vez estan formadas por monémeros unidos
covalentemente de 1Q, HQ, SQ y Ql.

Si bien no es inusual la afirmacién de que las melaninas no fluorescen, tal
extremo no es exactamente cierto. De hecho, diversos estudios han
demostrado que las eumelaninas naturales y la sintética emiten radiacién
cuando son apropiadamente estimuladas por radiacion UV vy visible. Aunque
esta radiacion emitida representa so6lo una pequeiia fraccion de la energia total
absorbida. En la actualidad se conoce que en torno al 99 % de la radiacion
absorbida por las eumelaninas se disipa, de forma no radiante, como calor en
los 50 ps que siguen a la absorcién. Por lo tanto, las melaninas son
extremadamente buenas disipando radiacion UV y visible. No obstante, el
mecanismo molecular por el cual las melaninas disipan la radiacion absorbida
constituye, adn hoy, un misterio. En cualquier caso, se debe destacar el hecho
de que el espectro de emision no guarde similitud alguna con el de absorcion.
De hecho, se ha demostrado que tal espectro en las eumelaninas depende de
la energia de la radiacién de excitacion, en contraste a lo que ocurre para la
mayoria de los cromoéforos donde dicha emision es constante para energias de
excitacion superiores al gap de excitacion de la molécula.®® Esta particular
mezcla de propiedades Opticas combinada con diferentes aproximaciones
tedricas™® es, de acuerdo a diferentes autores, indicativo de la gran variabilidad
molecular, en términos de un alto grado de desorden quimico y estructural, de

las eumelaninas.3

En general, se podria concluir que la eumelanina no es un cromoéforo simple
individual al uso, sino que mas bien parece estar constituida por distintas
especies quimicamente diferentes. De hecho, existe un variado niamero de

estudios tedricos que apoyan este punto de vista y que ademas permiten

Capitulo I




Tesis Doctoral

Introduccion

justificar los espectros de absorcion, emision y excitacion en términos de la
existencia de una heterogénea y compleja mezcla de mdultiples especies

oligoméricas.®

I.3. Propiedades eléctricas

Ya en la década de los sesenta Longuet-Higgins y Pullman propusieron en
sendos estudios tedricos que la estructura inddlica y la consiguiente
deslocalizacién electronica podria conferir propiedades semiconductoras a
estos biopolimeros.*”® Posteriormente, en 1972, McGinness demostré que las
eumelaninas, en virtud de la observacion de fotoconductividad en presencia de
luz visible y de sus aplicaciones como interruptor molecular, podian
comportarse como semiconductores eléctricos amorfos* y, tras investigaciones
posteriores, se concluyé que efectivamente las melaninas condensadas en
estado solido actuaban como semiconductores, propiedad ésta que hasta
entonces solo se habia atribuido a polimeros inorganicos.* Si bien varios
estudios han demostrado que las propiedades eléctricas de las eumelaninas

|,*3 este hecho no es

sélidas dependen del estado de hidratacién del materia
Obice para considerar el comportamiento semiconductor de las melaninas ya
que en el caso de materiales higroscopicos como este biopolimero cabria

esperar energias de activacion dependientes del estado de hidratacion.

No obstante, si bien se ha podido demostrar que las capacidades que
exhiben las eumelaninas para el transporte de carga guardan una estrecha
relacion con el nivel de hidratacion del sistema, aun no ha sido posible
caracterizar plenamente dicha dependencia. En este sentido, diversos autores
han tratado de establecer predicciones teéricas que arrojasen luz sobre el
efecto que ejercen las moléculas de agua presentes en la melanina sobre la
conductividad de ésta en términos de los mecanismos especificos de
transporte de carga que pudieran tener lugar.** En tales estudios se sugiere
gue las melaninas vienen a ser conductores “mixtos” en los que las especies
transportadoras de carga dominantes pasan de ser los electrones a los
protones a medida que el estado de hidratacion del sistema aumenta. De
hecho, los analisis realizados por termogravimetria confirman la presencia en

las eumelaninas de dos fracciones de agua diferente: un agua fuertemente
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enlazada intimamente asociada con la macromolécula y otra débilmente
enlazada presente en su estructura porosa. La segunda desaparece
simplemente con secar la muestra a temperaturas en torno a los 60°C. Por el

contrario, para eliminar la primera se requieren cientos de grados.*?

Por tanto, en las melaninas existe un balance a la hora de definir el
transporte de carga entre por un lado la deslocalizacion electronica que juega
un papel relevante a nivel local ya que las unidades monoméricas y los
oligdmeros de pequefio tamafio estdn altamente conjugados y por otro los
protones presentes intercalados en la compleja estructura del biopolimero

procedentes del agua de hidratacion.

Es bien conocido que el desorden estructural juega un papel crucial en las
propiedades de transporte de carga de los semiconductores inorganicos no
cristalinos. Extrapolando esto a los semiconductores organicos y teniendo en
cuenta que la melanina constituye un claro ejemplo de ellos, es obvio el
desorden caracteristico de este polimero debido a su heterogeneidad
estructural. Si se intenta elucidar una estructura combinando los monémeros
que se conocen, existen muchas macromoléculas posibles en funcion de la
proporcion de los distintos monomeros (DHI y DHICA), de cdmo estuvieran
ordenados los mismos, de las posiciones en las que se encontraran las
cadenas laterales y de las distintas combinaciones de tautdmeros que pudiera
haber. Existen variados estudios cuanticos sobre las estructuras posibles pero
todavia queda un largo camino por recorrer hasta poder disponer de un modelo
consensuado de la estructura mas probable, lo que si parece cominmente
aceptado es que esas propiedades semiconductoras desde el punto de vista
tedrico se ven optimizadas con un numero de oligbmeros relativamente
reducido.?® Es preciso, por tanto, con la finalidad de poder aprovechar este tipo
de comportamiento de la eumelanina, el conocer y caracterizar sus unidades
estructurales basicas, toda vez que tal hallazgo supondria un notable avance
en ingenieria molecular a la hora de llevar a cabo el disefio de biosensores o

células fotovoltaicas biomiméticas.*
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En esta linea de razonamiento se debe comentar que se han descrito en la
bibliografia varios estudios en los que pastillas de eumelanina sélida dan lugar
a la generacion de foto-corriente bajo iluminacién con un haz de luz blanca.*®
Asi, en la Figura 1.8 se ha representado la foto-corriente obtenida a partir de

una pelicula de eumelanina sintética electropolimerizada a partir de dopa.*’
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Figura 1.8. Respuesta de foto-corriente obtenida a partir de una pelicula delgada de eumelanina
sintética fabricada por electropolimerizacion de dopa. La foto-corriente medida es el resultado
de iluminar la muestra con una lampara de Hg de 150 W mientras se aplicaba un campo

eléctrico de 65 V. cm™.

El efecto descrito en la fig. 1.8 es marcadamente estable y reproducible. La
iluminaciéon de la muestra trae consigo el calentamiento de la misma y la
consiguiente pérdida del agua enlazada. Este hecho se pone de manifiesto en
términos de la resistencia instantdnea que adquiere la pelicula una vez se ha
apagado la lampara, siendo por supuesto superior a la exhibida antes de la

iluminacién, recuperandose el valor original de equilibrio tras algunos minutos.

En resumen, como se ha dicho, la produccion de foto-corriente tras
irradiacion con luz blanca es indicativa de un comportamiento tipo
semiconductor. Asi, la radiacion UV vy visible estimularian un numero
significativo de transportadores de carga en el modelo hibrido propuesto para
las melaninas, esto es pequefas regiones semiconductoras que contienen

electrones deslocalizados acopladas junto a un medio, esencialmente idnico,
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de material amorfo hidratado, siendo esta Ultima la dominante. La facilidad de
las melaninas para absorber radiacion solar y generar transportadores de carga
fotoexcitados, ademas de lo sencillo de su sintesis, su alta estabilidad quimica
y fotoquimica, biocompatibilidad y biodisponibilidad, hacen de estos
biopolimeros candidatos ideales para ser integrados en dispositivos adecuados

para ser empleados como materiales fotovoltaicos.

I.4. Comportamiento rédox, radicales libres y paramagnetismo

Sin duda una de las mas interesantes caracteristicas de las eumelaninas es su
habilidad para dar lugar a reacciones de transferencia electronica. Los
fundamentos quimicos para entender la reactividad de la melanina residen en
sus subunidades catecoles (dihidroxiindoles) que pueden sufrir dos procesos
consecutivos de oxidacién, perdiendo electrones, transformandose en la
correspondiente forma quinona.*® Aunque la naturaleza del par quinona/
hidroguinona de las subunidades de eumelanina constituyen una mas que
razonable base para explicar la actividad rédox exhibida por el biopolimero, la
estabilidad quimica de dichos grupos quinona no ha sido aun suficientemente
explicada. Los grupos quinona presentes en las melaninas son o-quinonas
procedentes de las subunidades inddlicas DHI y DHICA, fig. 1.1.*° Sin embargo,
las o-quinonas libres, a diferencia de las p-quinonas, son altamente inestables.
Se ha especulado que su estabilizacion en la melanina es una consecuencia de
la unién covalente entre distintas subunidades inddlicas para formar pequefios
oligbmeros y de la consiguiente agregacion de éstos en el biopolimero. A pesar
de su relevancia, hay que decir que no existen demasiados datos cuantitativos
relacionados con las propiedades rédox de las eumelaninas.***° Sin embargo,
investigaciones recientes demostraron que el potencial rédox de la reaccién de
electrorreduccion monoelectrénica para el modelo de eumelanina propuesto
resultd estar comprendido entre -450 y -550 mV vs. ENH.>® También se ha
realizado un estudio electroquimico a partir de una eumelanina sintética
preparada enzimaticamente en la que se observaron dos picos de oxidacion a
potenciales de +460 y +525 mV vs. ECS. Asimismo, el voltamograma exhibio
sendos picos de reduccién a +20 y -355 mV vs. ECS.** En otros casos, se

extendio el estudio a las propiedades rédox de grupos funcionales presentes en
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las eumelaninas por medio de medidas potenciométricas.*®

En general, dada su escasa solubilidad en la mayoria de los disolventes y
debido a que las melaninas se presentan casi siempre bajo la forma de
suspensién de particulas coloidales, no es facil de estudiar su comportamiento
rédox con las técnicas clasicas para medios liquidos homogéneos. Numerosos
estudios previos parecen concluir que la actividad electroquimica de tales
suspensiones coloidales es practicamente inexistente. Sin embargo, cuando se
logra tener el mondémero libre en solucion es posible detectar una actividad
electroquimica significativa junto a la posibilidad de controlar su polimerizacion

bajo condiciones experimentales reproducibles.®*

Dada su actividad rédox, en los ultimos tiempos se ha intentado caracterizar
el comportamiento electroquimico de las eumelaninas sin demasiado éxito. Asi,
se han intentado obtener peliculas de melanina mediante la oxidacién de dopa
y tras la posterior evaporacion del polimero obtenido sobre sustratos de
silicio.>® Desafortunadamente, el proceso de evaporacién da lugar a peliculas
discontinuas y no homogéneas con estructuras y propiedades fisicoquimicas
lamentablemente poco reproducibles. También se ha recurrido a las técnicas
electroquimicas con objeto de llevar a cabo la preparacién de peliculas tipo

melanina por electrooxidacién de DHI sobre carbén vitreo, 8>3

sin embargo
estas peliculas de DHI polimerizado no consiguen reproducir fielmente algunas

de las propiedades fundamentales y caracteristicas de las melaninas.

Por otro lado, hay que decir que una de las propiedades mas inusuales que
exhiben las eumelaninas como macromoléculas es su persistente sefial de
resonancia de espin electron (ESR) o resonancia paramagnética electronica
(EPR), lo que constituye una clara indicacion de la existencia de centros de
radicales libres presentes en el material asi como de su caracter
paramagnético o, incluso, superparamagnético.>® Estas especies radicales
alojadas en la melanina son consideradas como excepcionalmente estables e
incluso, tras ser tratadas durante varios dias en disoluciones de acido sulfarico
o de acido clorhidrico, no experimentan cambios significativos en sus

a

propiedades paramagnéticas.®*® Parece generalmente aceptado que la
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concentracion de especies radicalarias en el biopolimero dependen del
equilibrio de la denominada reaccidén de comproporcion, esto es la reaccion que
se establece entre la forma completamente reducida, la completamente
oxidada y la semi-reducida (semi-oxidada) de las subunidades monoméricas de
las melaninas. Dicho equilibrio puede escribirse esquematicamente de la

siguiente forma:
QH, +Q «» 2Q" + 2H" (1)

Donde QH; y Q representan las formas o-hidroquinona y o-quinona de las
subunidades de eumelanina, respectivamente. Q™ es su correspondiente forma
radical. El equilibrio (1) estd claramente desplazado hacia las especies
totalmente oxidada y reducida con lo que la concentracién de radicales en la
melanina es apreciablemente baja. En este sentido, se ha calculado que bajo
condiciones experimentales normales una de estas especies radicales esta en
equilibrio con 1000 subunidades de melanina completamente oxidada y
reducida.>® Ahora bien, también se ha probado que la incorporacién a las
eumelaninas de iones metalicos paramagnéticos alteran el comportamiento
magnético del biopolimero, sin que esto guarde relacidon alguna con reacciones
en las que las especies radicales de la melanina tomen parte.*® Hay que decir,
en este sentido, que en la actualidad existe una cierta controversia en tanto en
cuanto se han publicado varios estudios en los que el -caracter
superparamagnético registrado por diversas técnicas en muestras de
melaninas sintéticas se ha atribuido a la presencia de hierro en las mismas.>*
Sin  embargo, otros autores han detectado el mismo caracter

superparamagnético en melaninas sintéticas que carecian de dicho metal.>*

I.5. Fotoproteccion y propiedades antioxidantes

Como se ha explicado previamente, aln no se comprende completamente el
mecanismo molecular y celular mediante el cual las melaninas ejercen su
funcién de fotoproteccion. Obviamente, la habilidad de estos pigmentos para
absorber radiacion UV vy visible y el hecho de que su eficiencia se incremente
inversamente a la longitud de onda de la radiacion incidente, ya los hacen

intrinsecamente fotoprotectores puesto que la energia absorbida de los fotones
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es rapidamente utilizada en procesos no fotoguimicos. De hecho, como
también se ha indicado, existen estudios recientes que confirman que a la
absorcion de fotones UV vy visible le sigue la desexcitacion de la melanina en
procesos no radiantes altamente eficientes, fundamentalmente por relajacion
térmica.>*>>’ Como consecuencia, el riesgo potencial de que las melaninas
puedan dar lugar a reacciones fotoquimicas dafiinas se reduce

significativamente.

Se ha propuesto que la capacidad de las melaninas para extinguir estados
excitados de moléculas fotosensibles y de amortiguar la actividad de radicales
libres constituye un factor determinante en la accion protectora que ejercen las
melaninas frente al estrés oxidativo inducido, en los tejidos pigmentados, por
procesos quimicos o fotoquimicos. Mediante el uso de la técnica de radidlisis
de pulso como método directo para la generacion de radicales libres y la
monitorizacion de sus tiempos de vida, en presencia 0 en ausencia de
eumelanina sintética, se pudo demostrar que dichos pigmentos exhiben una
apreciable reactividad frente a radicales tanto oxidantes como reductores.®
Asi, interacciona de manera bastante eficiente con el anién superoxido, pobre
oxidante y solo levemente reductor. Asimismo, las melaninas reaccionan a
velocidades relativamente altas con radicales peroxilos, hidroxilos y otras
especies radicales implicadas en la peroxidacién de lipidos.>® La interaccion de
las eumelaninas con radicales oxidantes y reductores se explica en términos de
la naturaleza tipo quinona e hidroquinona de sus subunidades constituyentes
que pueden actuar, segun el caso, como donantes y aceptores de electrones,

respectivamente.

No obstante, también se debe hacer notar que se ha descrito la posible
implicacion de melaninas en reacciones fototoxicas responsables de la
aparicion de ciertos melanomas relacionados con la exposicion a radiacion UV.
Dicho argumento se basa en las similitudes existentes entre los mecanismos
de fotogeneracion de especies radicales en las melaninas y los responsables
de la induccion de ciertos melanomas.®® Desde luego es cierto que la
fotoexcitacion aerdbica de la melanina conduciria a la formacion del anion

superéxido y de peroxido de hidrogeno, el cual, en presencia de iones
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metélicos activos electroquimicamente, puede dar lugar a la aparicion de un
oxidante tan poderoso como el radical hidroxilo. Sin embargo, la eficiencia de la
generacion de radicales en las melaninas asi como la del anién superoxido es
bastante reducida, aun incluso en el rango del UV. El hecho en cuestion radica
en que si un flujo relativamente bajo de estas especies radicales que aparecen
en las melaninas bajo condiciones tipicas de exposicion a radiacion UV y
visible tendria 0 no un impacto bioquimico significativo. En general, se ha
propuesto que las células melandticas con una baja eficiencia antioxidante y
una alta susceptibilidad a sufrir dafios por oxidacion, experimentan un elevado
riesgo de estrés oxidativo cuando son expuestas a la luz que fotoactiva las

células de melanina.

[.6. Contenido en iones metalicos

Las melaninas exhiben una gran afinidad por los iones metalicos con lo que los
tejidos pigmentados contienen una cantidad significativa de tales iones.®* Dado
gue los organismos vivos ejercen un estricto control sobre las proporciones de
metales, la implicacién de las melaninas en los mecanismos de regulacion del
contenido en iones metalicos es de gran importancia y ha atraido la atencion de
la comunidad cientifica en los Gltimos tiempos.®? En concreto, se ha tratado
fundamentalmente de caracterizar la capacidad de enlace y la afinidad de
varios de estos metales hacia la melanina y también de describir la naturaleza
qguimica de los sitios de enlace melanina-ibn metalico asi como los efectos que
el contenido en un metal coordinado concreto tiene sobre las propiedades
bioguimicas del pigmento, por ejemplo, la capacidad para actuar como un

antioxidante efectivo.

En esta linea de razonamiento es importante destacar dos cuestiones que
impregnan la bibliografia sobre eumelaninas: la habilidad de las melaninas para
actuar como depésito de iones metalicos, permitiendo su almacenamiento,
liberaciébn e intercambio, y su capacidad para enlazarse fuertemente y
secuestrar a iones metalicos muy reactivos, atenuando asi su posible
implicacién en aquellos mecanismos que inducen estrés oxidativo.®” Asi, una
de las primeras funciones atribuidas a las melaninas en este sentido esta

relacionada con la de servir de reserva de Ca(ll) y Zn(ll), de forma que puedan
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ser liberados bajo ciertas condiciones.®® Por su parte, iones metélicos mas
pesados como, por ejemplo, Fe(lll) y Cu(ll), se enlazan firmemente a las
melaninas.®* Es bien conocido que Fe(ll) y Cu(l) pueden ocasionar dafios en
sistemas biolégicos mediante la catalisis de la reaccion de Fenton. De esta
forma los melanosomas atrapan estos iones metalicos, protegiéndoles de una
ulterior reduccion por parte de determinados componentes celulares de manera
gue consiguen inhibir la consiguiente induccién de estrés oxidativo catalizado

por los iones metalicos sefialados.®

La distribucion de atomos metélicos en los melanosomas suele ser, en la
mayoria de los casos, un reflejo del entorno biolégico en el que éstos se
desarrollan. Asi, la melanina extraida de la Sepia Officinalis, habitualmente
empleada como modelo clasico de eumelanina, contiene principalmente Ca,
Mg, Na, y K, que son generalmente los elementos metalicos mas abundantes
tanto en estos organismos como en el agua de mar.®® En este sentido, especial
atencion merece el contenido en metales, Fe especialmente, presentes en la
NM debido a la potencial conexién entre el estrés oxidativo producido por el
hierro alojado en la NM y la degeneracion selectiva de neuronas pigmentadas
en la Substantia Nigra en el cerebro de pacientes con Parkinson. De hecho se
ha propuesto que la NM constituye la principal reserva de hierro en la
Substantia Nigra.'* Sin embargo, el hierro, a pesar de tratarse del metal mas
abundante en la NM, esta presente en concentraciones mucho menores en el
resto de melanosomas que se han analizado. Esta circunstancia
probablemente se debe a las diferencias existentes entre los procesos de
melanogénesis que se dan en la NM y en otras melaninas, siendo el Fe(lll) un
elemento activo en la biosintesis de NM.%” Es més, con la excepcién de la NM,
los melanosomas de origen humano contienen Ca como su metal mas
abundante lo que podria estar relacionado con un posible papel de la melanina

en la regulacién de la homeostasis del calcio.®®

En cuanto a los sitios de enlace en las melaninas hay que decir que teniendo
en cuenta las subunidades monomeéricas DHI y DHICA que las forman, estos
biopolimeros deberian contener grupos funcionales como carboxilos, amina,

hidroxilos (fendlicos), quinona y semiquinona, todos los cuales o incluso
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combinaciones de ellos podrian servir como potenciales agentes quelantes de
cationes metalicos como los descritos. La presencia de tales grupos
funcionales se ha podido confirmar por diversas técnicas, especialmente XPS e
IR.%® En general, los metales alcalinos se enlazan a grupos carboxilicos en
condiciones neutras o débilmente acidas, compartiendo sitios de enlace con
iones de metales alcalinotérreos como Ca(ll), Mg(ll), asi como el Zn(ll). Sin
embargo, Fe(lll) y Cu(ll) no se coordinan a los grupos carboxilato y pueden ser
almacenados en los melanosomas sin afectar al contenido de los otros iones

metalicos nombrados.”

En el caso concreto del hierro se ha demostrado que el i6n Fe(lll) se
encuentra en las eumelaninas formando un complejo con grupos o-fendlicos,
tipo catecol, presentes en los monémeros de DHI y DHICA.”* De acuerdo a lo
expuesto, una cuestion de gran relevancia es el estado de oxidacién del metal
coordinado en la melanina. ElI poder concretar las cantidades de Fe(ll) asi
como la afinidades relativas de enlace de las eumelaninas por cada uno de los
dos estados de oxidacion del hierro es de vital importancia en la medida en
que, como ya se ha explicado anteriormente, el idn Fe(ll) toma parte en una
serie de reacciones rédox que dan como resultado la produccién de radicales

libres que inducen estrés oxidativo."?

Por su parte para el Cu se ha concluido que los grupos funcionales
responsables de enlazarse a Cu(ll) dependen del pH. Asi, para pH 2-7 el Cu(ll)
se enlaza a grupos carboxilato o amina, mientras que para pH 7-11 el Cu(ll) es

coordinado por grupos hidroxilo fenélicos.®

En cuanto a los efectos que la acumulacién de metales pueda tener sobre
las caracteristicas morfologicas de los melanosomas, hay que decir que se han
realizado algunas experiencias en este sentido en los Ultimos tiempos. Si bien
no es posible examinar el impacto de los iones metalicos en las melaninas, si
gue resulta factible examinar como la adicion de iones metalicos afecta a las
caracteristicas morfoldgicas de los granulos de este pigmento. Asi, la forma y
talla de granulos de melanina de Sepia Officinalis dopadas con distintas

proporciones de iones metalicos no mostraron dependencia alguna con la
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cantidad ni con el tipo de i6bn metalico empleado. Esto revel6 una escasa
incidencia de estos metales a la hora de mantener o alterar la estructura de los
granulos de melanina. Sin embargo, si que se observo que el tamafio de los
granulos decrecia gradualmente tras tratamiento de los mismos en EDTA que
permitia extraer cationes metélicos di y multivalentes. Dado que la mayor parte
de los iones presentes en las melaninas son de Mg(ll) y Ca(ll), se sugiri6é que la
salida de estos dos iones divalentes en el tratamiento con EDTA incrementa la

solubilidad de las melaninas.®!

En este sentido también se ha de considerar que una de las funciones
biolégicas mas destacadas en las melaninas es la de actuar como antioxidante
en virtud de su capacidad de amortiguar la actividad de radicales libres. En este
contexto, la acumulacion en las melaninas de iones metalicos como Fe(lll) y
Cu(ll) es de gran interés y ha sido objeto de diferentes estudios.”®"? En general
se ha podido concluir que la funcion antioxidante de las melaninas parte de su
habilidad para secuestrar iones metalicos reactivos pero es importante hacer
notar que existe un limite para la capacidad de estos biopolimeros para
desarrollar esta funcion. Una vez superado este limite, la melanina, saturada de

estos iones metalicos altamente reactivos, se convierte en prooxidante.”

I.7. Preparacién de peliculas de melanina

Parece claro que para llevar a cabo una caracterizacion completa de las
propiedades fisicoquimicas de las melaninas y ademas con la intencion de
preparar materiales y dispositivos basados en eumelaninas que puedan
aprovechar sus caracteristicas propiedades optoelectrénicas, el primer paso,
en este sentido, implicaria el desarrollo de técnicas que permitan la sintesis de
peliculas ultradelgadas de estos pigmentos. En el pasado se han podido
realizar determinadas medidas, sobre todo de tipo eléctrico, a partir de
aglomerados de melanina en polvo prensada. Este método de trabajo pasa por
ser poco adecuado para la preparacién de materiales complejos debido a su
alta variedad morfolégica. En los ultimos tiempos, distintos grupos han sido
capaces de preparar peliculas delgadas de este biopolimero a partir de
melanina sintética” y a partir de la evaporaciéon de derivados de melanina

solubles en disolventes organicos con moderado éxito.”* Mas aln, se han
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descrito dispositivos basados en peliculas de eumelanina sintética que exhiben
propiedades optoelectrénicas exaltadas.”” Sin embargo, los métodos de
evaporacion dan lugar con frecuencia a depdsitos discontinuos y escasamente
homogéneos que exhiben estructuras y propiedades raramente reproducibles.
También se han preparado electrodepdsitos a partir de unidades de DHI sobre

carbén vitreo,0P+48¢.53b

si bien tales peliculas no reproducen fielmente algunas
propiedades importantes de las melaninas como serian su estructura y

comportamiento rédox.

En cualquier caso, la clave para llevar a cabo el desarrollo de peliculas de
eumelanina, homogéneas y reproducibles en cuanto a morfologia y
propiedades fisicoquimicas, con vistas al disefio de materiales bioorganicos,
requiere inevitablemente una mayor comprension y conocimiento acerca de la
estructura secundaria y del estado de agregacion de las subunidades de DHI y
DHICA y de sus oligdmeros en estos biopolimeros. De hecho, son multiples las
aplicaciones que, como materiales biomiméticos, ofrecen los sistemas que, al
igual que las melaninas, estan basados en estructuras tipo catecol.”® Entre
éstas destacan su uso como biosensores, en bioceldas de combustible,
electrorremediacion de metales pesados, sintesis y funcionalizacion de
nanoparticulas, en paneles solares, etc.”® Es por tanto en este marco en el que

se justifica y desarrolla la presente tesis doctoral.
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ll. MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

II.1. Reactivos y disoluciones

Disolucion de hidroxido sodico, NaOH, 0,1 M preparada a partir de
hidréxido s6dico, MERCK® de 99% de pureza.

Disolucion de &cido perclérico, HCIO,4, 0,1 M preparada a partir de acido
perclérico (70-72% de riqueza y densidad 1,67 g cm™®), MERCK® p.a.
Tampon fosfato, elaborado a partir de NaH,PO4-2H20 vy
Na,HPO,-12H,0, PANREAC®, para conseguir pH = 7,4, medido con
pH-metro.

Disolucion 1,0 M y 1 mM de la sal disédica del &cido
etilendiaminotetraacético (EDTANa,), PANREAC® del 99% de pureza.
Las disoluciones de peréxido de hidrégeno, H.O, PANREAC®, en
NaOH, 0,1 M, se prepararon siempre justo antes de comenzar las
medidas ciclovoltamétricas. Esto debe hacerse asi ya que el H,O; en
soluciones fuertemente alcalinas se descompone en pocas horas
desprendiendo oxigeno.

Tampon TRIS-HCI, elaborado a partir de tris (hidroximetil) aminometano
(Sigma®) y acido clorhidrico, HCI, MERCK® al 37%, para conseguir
pH=7,4, medido con pH-metro.

Disoluciones 1 mM de sulfato sédico, Na;SO4, PANREAC® al 99% de
pureza, y 1 mM de sulfato clprico, CuSOs, PANREAC® al 99% de
pureza, a pH =9,0.

Nonanotiol (NT), Sigma® y dodecanotiol (DT), Sigma®.

Etanol absoluto, MERCK® p.a.

Hexano, MERCK® p.a.

Tolueno, MERCK® p.a.

Hidrégeno tetracloroaurato (I1l) trihidratado HAuCl,-3H,0, Sigma® al
99,99% de pureza.

Borohidruro sédico, NaBH., Sigma®™ al 96% de pureza.

Bromuro de tetraoctilamonio, [CH3(CH,)-]aN*Br~; ToABr, Sigma® al 98%
de pureza.

Disoluciones de 0,03 y 0,3 g/ L de melanina sintética, Sigma®™ M8631.
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[I.2. Técnicas Experimentales
[1.2.1. Microscopias de Barrido de Sonda

El concepto de microscopias de barrido de sonda, SPM, hace referencia a un
grupo de técnicas que exhiben una caracteristica comun: la capacidad de
controlar la posicion tridimensional de una sonda (punta) con respecto a la
superficie de una muestra mediante un sistema de movimiento perfectamente
controlado, generalmente por medio de piezoeléctricos. Una vez establecida la
sefal, ésta es amplificada de forma lineal o logaritmica. Mientras el
piezoeléctrico produce un barrido controlado de alta resolucién en el plano X-Y,
paralelo a la superficie de la muestra, un sistema de realimentacion opera en el

eje Z, controlando asi la variacion de altura a lo largo de cada barrido.

El primero de estos equipos fue el Microscopio de Efecto Tunel (STM)
inventado por G. Binnig y H. Rohrer y colaboradores a principios de los afios
80" que esta basado en la medida de la corriente tlinel que se establece entre
una punta metalica y una muestra conductora cuando se encuentran

suficientemente cerca.

En poco tiempo aparecieron otras técnicas basadas en el mismo principio

de actuacion, siendo las mas extendidas:

e Microscopia de Fuerzas Atdmicas (AFM): se basa en la medida de
fuerzas de diferente naturaleza a nivel atbmico tales como, van der
Waals, electrostéticas, magnéticas, capilares, de friccion, etc.

e Microscopia de Barrido de Capacitancia (SCAM): su fundamento
radica en la medida de la capacidad, la cual es inversamente
proporcional a la distancia entre la punta y la muestra.

e Microscopia de Barrido Térmico (SNTM): permite la obtencién de un
mapa superficial de aislantes y conductores basandose en la medida
de la interaccién térmica entre la punta y la muestra.

e Microscopio de Barrido Electroquimico (SECM): mide la corriente
faradaica que fluye entre un pequefio electrodo y una muestra
conductora o0 semiconductora, estando ambos inmersos en una

disolucién de un electrolito.

e
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[1.2.1.1. Microscopia de Efecto Tunel

[1.2.1.1.1. Fundamentos teoricos del STM: Teoria de la microscopia de

efecto tlnel

De forma muy resumida, en STM una punta metélica muy aguda se dispone
muy cerca de una superficie conductora aplicandose entre ellas un voltaje V..
Cuando la separacion entre la punta y la muestra es lo suficientemente
pequefia, fluye una corriente |; de naturaleza cuantica entre ambas. La
distancia tipica entre punta y muestra es, bajo estas condiciones, del orden de
varios didmetros atomicos y el transporte de electrones ocurre mediante efecto

tdnel.

\ 4
A 4
D
eJ-th )
A >
A
< d B T

Figura Il.1. Diagrama de energia de un gap de corriente tanel idealizado. No se ha tenido en

cuenta el efecto de la carga.

Cuando el médulo del potencial aplicado M\ es pequefio comparado con la

magnitud de la funcion trabajo @, la barrera tunel es practicamente rectangular
con un ancho z y un altura dada por la funcion trabajo @ , tal y como se
muestra en la Figura Il.1. De acuerdo con la mecénica cuantica, la corriente

tunel viene dada por:
I, =1,e72"? 1)

siendo Ip funcion del voltaje aplicado y de la densidad de estados tanto en la

punta como en la muestra y

K=.2mé | n )

Capitulo II

Pégina3 9



Pégina4‘ O

Tesis Doctoral

Materiales y Métodos Experimentales

donde m es la masa del electron, h la constante de Planck y @ es la funcién
trabajo de los metales que est4, en promedio, en torno a los 4-5 eV. Esto
significa que x ~ 1 A y por ello un aumento en z de sélo 1 A, implica una
disminucién en més de un orden de magnitud de la corriente tunel. Esta fuerte
dependencia entre corriente tlnel y distancia es mayoritariamente soportada
por el a&tomo mas préximo a los atomos de la muestra y de ahi que, incluso con
puntas no demasiado agudas, sea posible con relativa facilidad obtener

resolucion atdbmica en muestras planas.

Un amplificador operacional corriente-voltaje, de bajo ruido y corriente,
transforma la corriente tanel en voltaje mediante una resistencia de

retroalimentacion de unos 100 MQ, tal y como se muestra en la Figura I1.2.

R

Vout

Figura 11.2. Convertidor de corriente en voltaje para un STM. Consiste en un amplificador
operacional con alta velocidad, bajo ruido y un input bajo de corriente, lo cual lo asemeja a una

resistencia de retroalimentacion. Tipica impedancia de R ~10%

Finalmente, para terminar este apartado habria que hablar de la resolucion
del STM. La definicién de resolucién espacial en STM no es trivial, ya que seria
necesario conocer lo que el instrumento mediria idealmente y esto no es obvio,
ya que el STM no es una técnica solamente microscépica, sino también
espectroscopica en el sentido de que las imagenes obtenidas dependen
criticamente del potencial seleccionado, asi como de la naturaleza de la punta
y de la superficie. De acuerdo a Tersoff y Hamann,? la corrugacién viene

definida por:

e
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A=2,-27_ 3)

donde z. y z. representan los valores extremos del desplazamiento de la punta

en un barrido de corriente constante.

La corrugacion A disminuye exponencialmente con la distancia z desde la

superficie:

A zgexp(—z K%+ ”—g—x)z 4)
K \ a

k es la constante de decaimiento y a es la periodicidad de la superficie. Como
se observa en esta expresion, la amplitud de corrugacion depende criticamente
de a. Para periodicidades grandes, a >> n/k, la amplitud de corrugacion es

grande y practicamente independiente de la distancia punta-muestra.

En definitiva, en un STM, una sefial de corriente se sigue con gran precision
a través de la superficie de una muestra modificando su relacion con la
distancia minima que mantiene una punta metalica respecto de una muestra
conductora. En otras palabras, la calidad de una imagen STM depende
directamente del ruido (la imprecision en la sefial) de la medida de la corriente,

o1, con respecto al ruido en la medida de la distancia, oz.
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0z

N

l,fu.a.

Z/ u.a.

Figura I1.3. Corriente tunel en funcion de la distancia, relacién entre la imprecision en la

corriente 4l y la imprecision vertical 6z. (unidades arbitrarias).

En la Figura 11.3 se observa cualitativamente como la corriente tanel sigue
una caida monoténica con la distancia® y, para el tramo mas lineal en

distancias muy pequefias, la imprecisién en z se expresa como:

ol

&= 5
“Zlorie] ©)

En general, el ruido de la | es mucho menor que la pendiente del tramo lineal
lo que explica la impresionante resolucion de un STM. Obviamente, un equipo
de estas caracteristicas ha de venir equipado con un sistema de aislamiento de
vibraciones mecénicas y acusticas especialmente eficaz. S6lo mediante un
cuidadoso disefio de los componentes del microscopio y en conjuncion con las
mencionadas medidas de aislamiento mecanico y acustico que puedan

adoptarse, es posible conseguir buenas imagenes.
11.2.1.1.2. Equipamiento

Los equipos SPM usados en la presente tesis doctoral, han sido el NanoScope
Il E y NanoScope V, comercializados por Digital Instruments (Santa Barbara,
California) en su version de STM y AFM. En la Figura Il.4 se muestran
imagenes del dispositivo NanoScope Il E, fig. Il.4a, y, en detalle, la unidad de

STM donde se produce la interaccién punta-muestra:
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Soporte de
la muestra

Tornillos de
aproximacion
ala muestra

Nanoscope |l E

Figura 11.4. Imagenes de la NanoScope Il E (a) y de la unidad STM (b).

En la fig. 11.4b pueden apreciarse las distintas partes de la unidad de STM
donde destaca poderosamente la cabeza de barrido. A su vez, en la Fig. II.5,

se destacan los diferentes constituyentes que definen dicho dispositivo:

Punta

metalica Tubo piezoeléctrico

Conexion
electrénica

Figura 11.5. Cabeza de barrido del STM.

Las puntas metalicas, como la que se muestra en la fig. 1.5, tienen un
diametro de 0,25 mm y se fijan al sistema doblandolas ligeramente antes de
introducirlas en el receptaculo de acero inoxidable.
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Cuando se trabaja al aire 0 en condiciones de vacio, se usan materiales
inertes, como por ejemplo metales nobles como Pty Au que, en ocasiones, se
alean con otros para aumentar su dureza. Las puntas empleadas en este

estudio son de una de las aleaciones mas usadas, Pt-Ir.

Asi, la instrumentacion habitual para todos los tipos de microscopios de
campo cercano consta de dos componentes comunes: por un lado, la sonda,
esto es, la punta que es el elemento que va a permitir interaccionar con la
superficie a estudiar y, por otro, el sistema de retroalimentacion que permitira
posicionar con gran precision dicha sonda sobre la muestra, tanto lateral como
verticalmente.* Movimientos tan finos como los que limitan las resoluciones
laterales y verticales, no son posibles mediante los dispositivos mecéanicos
habituales. Para ello, se usan unas ceramicas piezoeléctricas a modo de
motores para obtener el apropiado movimiento en los tres ejes del espacio y el
acercamiento de la punta.*®> Materiales como éstos pueden convertir
diferencias de potencial eléctrico desde 1 mV hasta 100 V en movimientos
mecanicos que van desde distancias menores a 1 A hasta varias decenas de

micras.

El tubo piezoeléctrico como el que se exhibe en la fig. 1.5 tiene un diametro
interno de 1,3 cm y se encuentra recubierto de una capa de poliuretano que
minimiza las pérdidas de corriente que se puede producir bien por la humedad

bien por contaminacion.
11.2.1.1.3. Modos de operacién en STM

En STM existen dos modos de operacion: el modo de corriente constante y el
modo de altura constante. Usando tanto uno como otro, se obtiene el mapa
topografico de la superficie. No obstante, la forma de obtener la informacién es

diferente en cada uno de ellos:

1. El modo de corriente constante: es el mas empleado. Un circuito de
retroalimentacion ajusta continuamente la altura z de la punta durante el barrido
de la muestra, de forma que, en todo momento, la corriente tinel permanece
siempre constante. Asi, el movimiento de la punta va reproduciendo la

topografia de la muestra recorriendo picos y valles en funcién de la corriente

e
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tunel preestablecida. La altura z es ajustada aplicando un potencial U, al
piezoeléctrico responsable del movimiento en dicha direccion, mientras la punta
barre la superficie de la muestra en las direcciones x e y, mediante la aplicacién
de potenciales Uy y Uy a los piezoeléctricos responsables de los movimientos
en X e vy, respectivamente. Por tanto, la sefial U,(UyUy) queda
convenientemente registrada, obteniéndose asi la topografia de la muestra

z(x,y). En la Figura 11.6 se muestra como opera dicho modo:

Punta Modo corriente constante

| z

Muestra

Figura 11.6. Esquema del modo de corriente constante del STM.

2. El modo de altura constante: permite obtener velocidades de barrido
superiores a las del modo de corriente constante. La punta barre la superficie
de la muestra pero, en este caso, sin ajustar la altura, con el circuito de
retroalimentacion desconectado, registrdndose asi la corriente tinel a una
altura constante en funcion de la posicién Iy, (X,y). La dependencia exponencial
de la corriente tinel con la separacién punta-muestra permite obtener la
topografia de la superficie de la muestra con una alta sensibilidad, incluso a
escala atomica. EI modo de altura constante estd limitado a muestras
suficientemente lisas, ya que en el caso de que las muestras sean rugosas, se
corre el riesgo de romper la punta contra la superficie de la muestra. Otro
inconveniente que presenta el modo de altura constante, es que las imagenes
obtenidas tienen unidades de corriente en el eje Z, lo que impide obtener la
corrugacion de la muestra, ya que se necesitaria conocer la altura local de la

barrera. En la Figura 1.7 se muestra como opera el modo de altura constante:
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Punta Modo altura constante

| z

Y
4

Muestra

Figura 11.7. Esquema del modo de altura constante del STM.

Generalmente, para barridos grandes, se emplea el modo de corriente
constante, mientras que el de altura constante, se emplea para barridos

pequefios y en superficies suficientemente lisas.

Para registrar las imagenes de la superficie del electrodo de trabajo se operé
fundamentalmente en el modo de corriente constante al aire, ex situ, dado que
tanto las peliculas de melanina como los propios sustratos son estables en la
atmosfera. Se emplearon puntas de Pt-Ir, bien comerciales bien preparadas por
etching electroquimico. Se recurrié a valores de corriente tunel entre 0,15-1,0
nA y entre 0,1-1,0 V de potencial bias. Las velocidades de barrido fueron
generalmente del orden de los 0,5-3 Hz. En estas condiciones, se registraron
iméagenes de la superficie de las distintas muestras desde 5x5 nm? hasta 10x10

um>.

[1.2.1.2. Microscopia de Fuerzas Atomicas

Con independencia de todas las ventajas que exhibe y de su espectacular
resolucién, el STM presenta la desventaja de que sélo permite el estudio de
materiales conductores o semiconductores, dado que en materiales no
conductores resulta practicamente imposible mantener una corriente tanel. En
este contexto y con la idea de sobrellevar las limitaciones descritas para el
STM, nace la microscopia de fuerzas atdmicas, AFM,® que se basa en la
monitorizacion de las fuerzas de interaccidbn presentes entre atomos y
moléculas. Tales fuerzas que pueden ser tanto de corto como de largo alcance,
atractivas o repulsivas, estan presentes en todos los materiales, de ahi el
extenso rango de aplicacion del AFM. Asi, mediante la apropiada seleccion de

la interaccion entre punta y muestra a registrar, resulta posible obtener mapas
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superficiales de un namero significativo de propiedades fisico-quimicas como
adhesién, friccion, mdédulo de Young, campos magnéticos y eléctricos,
conductividad, etc. Este hecho junto a la posibilidad de poder trabajar en
distintas y variadas condiciones (al aire, en liquidos, en ultra alto vacio,
camaras de temperatura, etc.) hacen del AFM una herramienta

extraordinariamente versétil y multidisciplinar.”

Por tanto, la corriente tinel que circula entre punta y muestra en un STM
queda sustituida en un AFM por un sensor a algun tipo de fuerza o interaccion
que pueda establecerse entre punta y muestra. Asi, cuando la punta y la
muestra estan suficientemente cerca, comienzan a tener efecto las fuerzas
de interacciébn entre ambas y se produce una flexibn de la palanca
(cantiléver) que sigue la ley de Hooke:

F——Kx (6)

F es la fuerza, x la flexién de la palanca y k es la constante de elasticidad de
la palanca. Esta flexion de la palanca puede medirse con una alta
sensibilidad colocando un sistema STM que usa la propia palanca como
muestra o, mas habitualmente, con otros metodos de deteccibn como
pueden ser los Opticos. De esta forma se obtiene un mapa topografico de la
superficie de la muestra manteniendo, por ejemplo, la fuerza de interaccién

constante mientras la muestra se mueve bajo la punta.

El AFM puede operar en "modo contacto”, usando fuerzas comprendidas
en el rango 10®—- 10™"° N o0 en "modo no contacto", utilizando, en este caso,

las fuerzas de van der Waals.

El componente critico del AFM es la elasticidad de la palanca. Para
alcanzar una sensibilidad alta se necesita tener una curvatura razonable
para una fuerza dada, es por ello que la elasticidad de la palanca deberia
ser la mayor posible. Por otro lado, es necesaria una frecuencia de
resonancia alta, para minimizar el efecto de las vibraciones mecéanicas. La

frecuencia de resonancia del sistema elastico viene dada por:
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Wo = (ij% ™)

m

En la que k es la constante de elasticidad de la palanca y m la masa eficaz.

Por tanto, se necesitan altas constantes de elasticidad y masas
pequefas, lo que conduce a pequefios tamafios de palanca y a las técnicas

de micro-fabricacion para las puntas AFM.

Actualmente las técnicas AFM permiten el uso de una gran cantidad de
fuerzas: van der Waals, electrostaticas, repulsiones i6n-ién, magnéticas, de
friccion, etc. Asi surgen las diferentes modalidades disponibles

comercialmente en la actualidad.
[1.2.1.2.1. Equipamiento

Los equipos SPM usados en la presente tesis doctoral, han sido el NanoScope
llla y el NanoScope V, comercializados por Digital Instruments (Santa Barbara,
California) en su version de STM y AFM. En la Figura 1.8 se han destacado
imagenes del dispositivo NanoScope V, fig. 11.8a, y, en mayor detalle, la unidad

de AFM donde la interaccion punta-muestra tiene lugar:

Ca beza
optica 3

del AFM

i
i

Resortes

de A

sujecion

Laser

o Base del
o« AFM

= kg

Nanoscope&

Figura 11.8. Imagenes de la NanoScope V (a) y de la unidad de AFM (b).
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A diferencia de lo que ocurre en el caso del STM, el piezoeléctrico no se
encuentra en la cabeza sino que, en este caso, se halla ubicado bajo la
muestra, de forma que la cabeza no se desplaza durante el analisis de la
superficie objeto de estudio. La cabeza del AFM contiene, por un lado, el
sistema de deteccidn Optica que permite detectar los cambios inducidos sobre
el cantiléver como consecuencia de la interaccion con la muestra y, por otro, la
punta convenientemente fijjada en un soporte adecuado a tal fin.
Esencialmente, se hace incidir sobre el cantiléver, en la parte opuesta a la
punta, un haz laser, cuyo reflejo llega hasta un detector fotoeléctrico
segmentado. Los cambios en el voltaje producidos en éste permiten conocer en
todo momento la magnitud de la deflexién del cantiléver. Asi, cuando se mide
una muestra, la corrugacion de ésta causa variaciones en la curvatura de la
palanca, lo cual se refleja en una diferencia de reflexion en el laser que se

detecta en el fotodiodo, tal y como se indica en la Figura 11.9:

Fotodetector

; Laser
M Sonda AFM

Muestra
Figura 11.9. Esquema del sensor Optico

La cabeza Optica permite ajustar la posicion del laser y orientarlo hacia el
fotodiodo por medio de un espejo. Dispone, ademas, de un juego de tornillos

gue permite mover la punta con respecto a la muestra en el plano XY.

El uso creciente de este tipo de técnicas junto a la imperiosa necesidad de
obtener puntas de propiedades altamente reproducibles ha impulsado el
desarrollo de la micro-fabricacién en serie de las mismas. Asi, en la actualidad,
existe una extensisima variedad de tipos diferentes de puntas, materiales y

disefios. En general, se usan puntas cénicas o piramidales integradas en
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cantilévers de nitruro de silicio (SisN4) o en 6xido de silicio (SiO,) de radios
inferiores a 300 A. También puede variar la forma de la palanca en la que se
integra la punta, siendo quizas las mas usadas las triangulares aunque también
las hay rectangulares. Existen de hecho, en la actualidad, disponibles
comercialmente, puntas de hasta 10 A de radio. En la Figura 11.10 se muestran
imagenes de microscopia electronica (SEM) de puntas de AFM:

Cantiléver

Figura 11.10. Imagen de SEM de una de las puntas empleadas en la adquisicion de imagenes
de AFM.

Para las medidas de AFM llevadas a cabo en el presente trabajo de investigacion
se han empleado puntas modelo RTESP de Digital Instruments®, con 20-80 N/ m de
constante de fuerza y de 300 a 400 KHz de frecuencia resonante y FESP, con 1-5 N/
m y de 60 a 100 KHz.

[1.2.1.2.2. Modos de operacion en AFM

La calidad de una imagen AFM, la veracidad de la informacion en ella
contenida, los artefactos méas habituales y la versatilidad enorme de estos
equipos asi como todas las formas bajo las que pueden usarse, dependen
directamente de un aspecto fundamental que condiciona la calidad y el

comportamiento de un equipo dado en cada momento: la curva de fuerzas.

Con objeto de entender, al menos intuitivamente, a qué se debe y como es
una curva de fuerzas, asi como qué informacion puede obtenerse de sus

variaciones, se empleara un ejemplo sencillo admitiendo una energia potencial
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de tipo Lennard-Jones como valida para expresar la interaccion punta-muestra.
El potencial Lennard-Jones puede expresarse como:
o 12 o 6
V(z)=+4¢| —| —-|— (8)
Z V4
La energia potencial se compone de dos términos de signos opuesto: uno que
representa a las interacciones atractivas entre dos particulas, proporcional a

z®° 'y otro repulsivo proporcional a z'%. En la Figura 11.11 se muestra la

dependencia del potencial con la distancia:

15

V(z)

104 -

-15 T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 10

Zz/ u.a.

Figura 11.11 Curva de energia potencial en funcién de la distancia (en color negro).Término

atractivo de la energia potencial (en azul), término repulsivo (rojo).

En color negro se exhibe la dependencia de la energia potencial
desarrollada (V), en este caso, entre punta y muestra, con la distancia (z). En
azul se muestra la componente atractiva de esta energia, representada en la
ecuacion (8) por un término negativo. Se observa cédmo a medida que z
decrece, esta componente va disminuyendo su valor hasta una distancia en la
gue la componente atractiva tiende asintéticamente a - «. Al mismo tiempo, al
acortar la distancia entre las dos particulas, comienza a intervenir el término
repulsivo de la energia potencial, en rojo, y, una vez superada una distancia
minima determinada, la energia de repulsion se hace enorme y tiende

asintoticamente a + «. De esta manera, la curva de energia potencial muestra
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un minimo de valor -g, a una distancia determinada, o, entre dos particulas.
Asi, a valores de z superiores a ese minimo predomina la atraccion. Por el
contrario, a z de menor magnitud predominan las interacciones repulsivas entre

particulas.

Si se tiene en cuenta que la fuerza de interaccion entre dos particulas se

define como la variacion del potencial con la distancia, cambiada de signo:

oV
F=-"" 9
- 9)

A partir de la ecuacion (9) se obtendria la curva de fuerzas, representada en la
Figura 11.12, que describe como varian las fuerzas de interaccion entre punta y

muestra con la distancia entre ellas, z.

200

100

F =-(6V/52)

-100 1

-200 T

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Z / u.a.

Figura I1.12. Curva de fuerzas punta muestra

Atendiendo al tipo de fuerzas detectadas por el AFM y a la distancia punta-
muestra, pueden distinguirse dos modos principales de trabajo denominados

modo estatico y modo dinamico:®

1. Modo estético: AFM de contacto. En este modo de operacion, mas
comunmente conocido como modo de contacto, el extremo de la punta se
encuentra permanentemente en contacto fisico con la superficie de la muestra.
Las fuerzas de interaccién existentes entre ambas dan lugar a una deflexion

vertical en el cantiléver, cuya magnitud, determinada por la ley de elasticidad
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de Hooke (6), depende tanto de la magnitud de la fuerza experimentada por la
punta como de la constante de fuerza del cantiléver.’ Al desplazarse la punta
sobre la superficie de la muestra, los perfiles topograficos de la misma
producen variaciones de esta deflexion. Generalmente, en AFM de contacto se
mantiene constante la fuerza de interaccion punta-muestra durante la obtencién
de la imagen, por lo que se hace uso de la deflexién del cantiléver como sefial
de retroalimentacion. De este modo, los ajustes de la posicion vertical del
escaner durante el barrido para mantener constante el valor de la deflexion
daran lugar a la imagen topografica de la superficie. En el caso de emplear
puntas conductoras, esta técnica permitiria, ademas, analizar las propiedades

eléctricas de la muestra.

Sin embargo, el contacto prolongado entre punta y muestra convierte a esta
variante del AFM en un método notablemente invasivo, haciendo que muestras
delicadas, especialmente las de origen biolégico, puedan resultar facilmente

dafiadas y/o arrastradas por la punta.

2. Modo dindmico: Con la intencién de atenuar los efectos invasivos descritos
anteriormente para la modalidad de AFM de contacto, se desarrollaron los
modos dindmicos en los que no se permite un contacto continuo entre punta y
muestra.'® Esto se llevé a cabo mediante el acoplamiento del cantiléver a un
oscilador piezoeléctrico que es excitado eléctricamente a una frecuencia
ligeramente menor que su frecuencia de resonancia libre (esto es, la exhibida
por el cantiléver en ausencia de interaccion con la muestra) que, normalmente,

se encuentra comprendida entre 10-500 KHz.

La amplitud, fase o frecuencia de oscilacion del cantiléver son pues
pardmetros sensibles a la interaccion entre la punta oscilante y la muestra,
pudiendo utilizar el circuito de retroalimentacién a cualquiera de ellos como
variable en funcién de la cual estudiar la topografia durante el barrido de la
superficie de la muestra.'* Normalmente se emplean la frecuencia de oscilacién
en el modo de modulacion de frecuencia (FM-AFM) o la amplitud en el de
modulacién de la amplitud (AM-AFM).
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La técnica AM-AFM, también denominada de contacto intermitente,
resonante o, mas comunmente, tapping, ha sido el modo habitualmente
empleado en la obtencion de las imagenes que se muestran en la presente
tesis doctoral. En este modo el cantiléver se hace vibrar a una frecuencia
proxima a su frecuencia natural de resonancia, entre 60-400 KHz. En esta
aplicacion, la punta esta en contacto intermitente con la superficie a la vez que
la barre. Es entonces, tal y como se ha dicho, la variacion de la amplitud de
oscilacion de la punta, debida a la amortiguacion que experimenta como
consecuencia de la interaccion con la superficie, la variable de la que se hace
uso como sefial de control. Durante el movimiento oscilatorio que describe el
cantiléver, en su interaccion con la superficie de la muestra, la punta atravesara
regiones en las que rigen fuerzas atractivas de largo alcance y otras en las que,
por el contrario, permanece sometida a fuerzas repulsivas de corto alcance.
Hay que decir que la magnitud de las amplitudes de oscilacién que experimenta
la punta en tales condiciones hace que, a diferencia de lo que ocurre en AFM
contacto, la punta se adhiera dificilmente a la superficie de la muestra. Esto
permite, por tanto, que sea posible minimizar la influencia de las fuerzas
laterales y de friccion, favoreciendo asi una mejor resolucion lateral, e incluso
de las verticales de forma que la muestra se ve apreciablemente menos
afectada por la interaccion con la punta. Como resultado de lo expuesto, es
habitual el uso del tapping para caracterizar muestras “blandas” como podrian
ser los sistemas bioldgicos y polimeros, sin que tengan lugar, por supuesto,

dafios severos en los mismos durante la medida.?

[1.2.1.3. Espectroscopias SPM

Tal y como se ha venido diciendo, estas técnicas SPM tienen su origen en la
monitorizacion de una sefal de distintas caracteristicas asociada a las fuerzas
de interaccion que se producen entre la punta o sonda y la muestra de interés.
En esta linea de razonamiento, resulta posible recabar informacion precisa
acerca de alguna de estas magnitudes en funcion del voltaje o de la distancia
existente entre punta y muestra, en puntos concretos de la superficie. De ahi
surge el concepto de espectroscopias SPM, entre las que se destacan

principalmente:

e
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1. Espectroscopia de Efecto Tunel (STS). En esta modalidad se estudia la
variacion de corriente tinel con el potencial aplicado para una posicién y una
distancia punta-muestra prefijadas, las cuales no se ven alteradas durante la
medida. En estas condiciones resulta posible obtener informacién acerca de la
estructura electrénica del sustrato, esto es de la densidad local de estados
electronicos, del gap de semiconduccién, etc., a partir de las curvas |-V vy,
especialmente, de las curvas dl/dV-V, o sea, conductancia frente a voltaje,

resultantes.

En particular y de interés creciente resultaria la obtencion de medidas STM
de adsorbatos moleculares que puede ser justificada en términos de lo
expuesto en la Figura 11.13 en la que los orbitales frontera (HOMO y LUMO) del
adsorbato pueden dar lugar a un aumento en la corriente tanel si éstos estan
energéticamente proximos a los estados electrénicos del sustrato implicados en
la union tunel. Esto se debe a que, en estas condiciones, se establecen nuevas
vias adicionales para la circulacion de los electrones tunel en comparacion a
las que habria en ausencia del adsorbato.

Energia

A
LUMO

LUMO

Er-e|Ve| = HOMO

Punta

HOMO

Muestra
Punta
Muestra

Vg< 0 Vs> 0

Figura 11.13. Esquema que ilustra la transferencia electronica en STM. En el caso en que el
voltaje de la muestra respecto a la punta sea negativo, Vg < 0, los electrones fluirian desde los
estados ocupados de la muestra hacia los estados desocupados de la punta (a). Por el
contrario, si se invirtiera la polaridad del voltaje, esto es, Vg > 0, el flujo de electrones tendria
lugar desde los estados ocupados de la punta hacia los estados desocupados de la muestra

(b). EI HOMO del adsorbato estd mas proximo al nivel de Fermi del sustrato (Eg) que el LUMO.
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Asi, la corriente tinel que se registra en sistemas en los que existen
moléculas entre punta y sustrato depende de la densidad local de estados
electronicos de la punta, de la muestra y del adsorbato molecular en cuestion,
sus energias relativas y, por supuesto, su posicion espacial, asi como del
potencial aplicado. Las medidas de curvas |-V caracteristicas para una
distancia relativa punta-muestra determinada suministran acceso directo a las
propiedades electronicas de la molécula. De hecho, la simetria (o asimetria) de
dichas curvas se justifica en funcidn del alineamiento de los niveles energéticos
entre los orbitales HOMO y LUMO del adsorbato y los niveles de Fermi de la
punta y el sustrato. Como ejemplo de lo anterior, en la fig. 11.13 se ha
representado una situacion en la que el HOMO de la molécula adsorbida esta
mas proximo al nivel de Fermi del sustrato que el LUMO. A voltajes aplicados a
la muestra suficientemente negativos, fig. 11.13a, tiene lugar una contribucién
electronica procedente de los estados llenos del HOMO de la molécula que da
lugar a un consiguiente aumento en la corriente tanel. Por el contrario, al
mismo potencial aplicado a la muestra pero de signo contrario, no se detectaria
contribucién alguna procedente del LUMO.* Como consecuencia, se obtendria
una curva |-V asimétrica con corrientes mayores a potenciales bias aplicados a

la muestra, anéloga a la que se muestra en la Figura I1.14:

I/ nA

(dl/ dV)/ (nA/ V)

o
1
N

-3 -2 -1 0 1 2 3 -3 -2 -1 0 1 2 3

E/V E/V

Figura I1.14. (a) Ejemplo de curva |-V resultante de la situacion descrita en la fig. 13. (b) Curva

de conductancia diferencial, dI/ dV, obtenida a partir de los datos exhibidos en (a).

Por su parte, la curva de conductancia diferencial, fig. 11.14 b, vendria a ser

un reflejo de la densidad local de estados electrénicos (LDOS).*
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2. Espectroscopia de Fuerzas (FS). La FS consiste en adquirir una curva de
fuerzas en funcién del desplazamiento del piezoeléctrico (Az) que aproxima la
punta a la muestra y permite su andlisis en un punto determinado.’® Las

principales ventajas que presenta esta técnica son:

2.1. Inmediatamente antes y después de la adquisicion de la curva, se puede
obtener una imagen de alta resolucion pudiendo observar la huella residual

producida.

2.2. La fuerza aplicada puede ser del orden de los nN (10° N) o pN (10™* N).
Por consiguiente, se pueden determinar de forma precisa el modulo de Young
(E) y otras propiedades caracteristicas del material, tales como deformacion,
energia de disipacion, fuerzas de adhesion y demas, a una fuerza dada, toda
vez que se pueden obtener curvas totalmente elasticas sin producir
deformaciones permanentes en el material. Asi, en la Figura 1.15 se han
representado diferentes magnitudes de interés, concernientes a las
propiedades nanomecanicas de los materiales, que pueden ser extraidas a

partir de los perfiles caracteristicos de estas curvas:

4 Deformacidn
— Aproximacion

_______ Retraccidon
Fuerza

Maxima A

\

/ Médulo de Young

'’

——‘—-:.—.— ——————————— —'

'\ I separacién Punta-Muestra
!

\
\ !
\ /

Fuerza \ 7
cr —
Adhesion

Fuerza

Disipacién

Figura 11.15. Esquema que describe la interaccion entre la sonda AFM vy la superficie de la

muestra para una fuerza dada o un desplazamiento del piezoeléctrico determinado.

De hecho, en este diagrama se muestra la informacion cuantitativa que se
podria deducir sobre el sistema objeto de estudio a partir de la obtencién de la

curva de fuerzas de la muestra.
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[1.2.1.4. Microscopia de Fuerzas Magnéticas (MFM)

La utilizacion del modo resonante en AFM para la obtencion de imagenes
nanoscopicas ofrece diversas posibilidades a la hora de obtener informacién
sensible a partir de una muestra. La inmensa mayoria de casos se concentra
en la obtencidén de la topografia a través del control sobre la amplitud de la
sefal sinusoidal impuesta a la sonda, generandose asi informacion 3D de la
superficie de la muestra. Al mismo tiempo, el modo resonante en AFM permite
extraer igualmente informacion de gran valor a través del cambio registrado, no
en la amplitud de la sefal sino en la fase de la misma, tal y como se muestra

de la Figura 11.16:

.. Senalquellega Sefal que llega
-(? & al detector al detector
:‘-\\ \ 4 ‘%k Sefial de entrada

Figura 11.16. Cambio de fase que se produce en la oscilacién del cantiléver, operando en AFM
en modo resonante como consecuencia de la interaccién con regiones de la muestra de distinta

naturaleza.

Es decir, si se produce un cambio en la fase de la sefal a lo largo de un
barrido en el eje X, éste puede ser monitorizado y registrado en cada linea de
barrido. De esta manera aparece lo que se conoce como imagen de contraste
de fase. Asi, si en una muestra coinciden zonas de distinta naturaleza
(diferencias en dureza, composicion quimica, resistencia a la deformacion,
adhesion, etc.) la imagen topografica no nos indicara demasiado acerca de
esas diferencias. Sin embargo, la imagen en contraste de fase puede resultar

altamente sensible.
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Un ejemplo en donde el contraste de fase resulta de enorme aplicacion es
aquel en el que la muestra posea dominios magnéticos alojados en su
superficie. Si se registra una imagen topografica de una superficie en la que
existen dominios magnéticos con una punta convencional, no se detectara
informacion relevante alguna. En cambio, si se usa una punta recubierta de un
material ferromagnético (generalmente una aleacién de Co-Cr), entonces
cuando la punta barra una zona no magnetizada respondera exclusivamente a
su topografia, pero cuando pase por un area con dominios magnéticos
respondera, ademas de a su topografia, al contraste de fase provocado por la

interaccion de naturaleza magnética de largo alcance entre punta y muestra.*®

Resulta obvio que si bien la imagen topogréfica no se vera afectada por esta
interaccibn magnética, de largo alcance, la imagen de contraste de fase, en

estas condiciones, queda totalmente interferida de la topografia de la muestra.

Para solucionar este problema existen diversas técnicas, pero una de las
mejores, incorporadas en el propio software del AFM es |lo que se conoce como
AFM en modo entrecruzado-elevado (modo interleave-lift). Esta modalidad de
operacion consiste en lo siguiente: cada linea de barrido en el eje X de la
muestra es realizado en realidad dos veces. La primera bajo condiciones de
modo resonante de manera que la punta esta bajo la influencia de las fuerzas
atractivas de van der Waals o bajo la interaccion de fuerzas de repulsion, lo
que, como ya se ha explicado ampliamente, permite reflejar fielmente la
topografia de la muestra. Entonces la punta es elevada a una altura
considerable, de entre 10 a 200 nm, por encima de la muestra y vuelve a
realizar el mismo barrido, en la misma linea, pero ahora registrando
Unicamente el contraste de fase que se observa. Notese que la altura afiadida
se suma por igual a la altura de cada uno de los puntos del barrido topogréfico
hecho previamente. Si la altura sumada es insuficiente, la imagen de contraste
de fase estard siempre contaminada de la topografia, pero en general por
encima de los 10 a 30 nm de altura, este efecto desaparece por completo. En

la Figura 11.17 se muestra un esquema de todo ello:
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=

Y ‘ Sonda
Barrido en Magnética
el modo Lift v(

= ¢ contraste de fase Altura alaque seeleva
magnética causa, en I'_’_I_\ la punta (Lift height)
el modo Lift, un

contraste de fase en
los diferentes

dominios

La interaccion

Figura 11.17. Esquema del modo de operacion en MFM. En primer lugar se mide cerca de la
muestra obteniendo el resultado de la interaccion con fuerzas de corto alcance. Entonces se
aleja la punta de la muestra y se repite el barrido inicial de manera que sélo actllan sobre la

punta fuerzas de largo alcance como las magnéticas.

A alturas de mayor magnitud no hay esencialmente interaccion posible que
dependa de la topografia, pero en cambio una interaccion magnética punta-
muestra si que se extiende durante una distancia considerable y es capaz de
alterar la fase de oscilacion de la punta. El AFM en modo resonante equipado
con puntas con recubrimiento ferromagnético y con la posibilidad del modo lift
se convierte de hecho en una nueva microscopia llamada Microscopia de
Fuerzas Magnéticas, MFM. Existe en el mercado un sistema exclusivamente
dedicado a medidas MFM que afade a todo lo anterior la posibilidad de
generar campos magnéticos altamente controlados en direccién e intensidad

para magnetizar la muestra a conveniencia.

En la Figura 11.18 se muestra, a modo de ejemplo ilustrativo, el resultado de
las medidas llevadas a cabo por MFM sobre un dispositivo comercial de
grabacion magnética (que contiene nanoparticulas de 6xido de hierro inmersas
en un polimero diamagnético). Asi, en las fig. 11.18a y 1.18b se exhiben la
imagen topogréfica y su correspondiente imagen de contraste de fase,
respectivamente. Por su parte, en la fig. 18c se ha representado la imagen de
contraste de fase obtenida en el modo Lift, esto es la imagen resultante de
elevar la punta magnética, tras cada linea de barrido que dan lugar a las

imagenes (a) y (b), 50 nm sobre la muestra y hacerla reproducir, en este
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segundo paso sobre la superficie de la muestra, la topografia registrada en el
primer barrido. De esta forma, es posible asegurar que la distancia relativa

punta-muestra sea la misma en cada punto de la medida de indole magnético.

Figura 11.18. Imagenes AFM tapping de 5,0 x 5,0 um2 de una cinta comercial de grabacion
magnética: topografia (a) y contraste de fase (b). Imagen MFM obtenida simultaneamente a (a)

y (b), en el modo Lift, a una altura de 50 nm.

En cualquier caso, a la vista de la fig. 11.18c es posible concluir, para este
dispositivo magnético de almacenamiento de datos, la presencia de dominios
magneéticos paralelos y longitudinales, a modo de bandas, con signos de

contraste de fase alternados, en el plano de la muestra.

En general la informacion que podria extraerse de este sistema en virtud de
las imagenes mostradas seria la siguiente:

1. Las estructuras presentes en las imagenes fig. 11.18a y fig. 11.18b son debidas
a la interaccién entre la punta y muestra, fundamentalmente fuerzas de van der
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Waals, de corto alcance, ya que su influencia casi desaparece o, al menos se
atenua significativamente, cuando la punta se eleva 50 nm sobre la superficie
de la muestra, fig. 11.18c. Constituyen, por tanto, la verdadera topografia de la

muestra.

2. La distribucidon de bandas presente en la imagen MFM, fig. 11.18c, se origina
como consecuencia de la interaccion entre el momento magnético de la punta y
el campo de dispersion de los dominios magnéticos previamente grabados en
el dispositivo. Admitiendo que la orientacion del momento magnético de la
punta se halla en la direccion perpendicular a la muestra, las areas brillantes y
las oscuras representan campos magnéticos residuales que entran y salen de

la superficie de la muestra, respectivamente.

A modo de resumen, se puede concluir que, en MFM, la muestra es barrida
por una punta ferromagnética que es mantenida a una cierta distancia
constante por encima de su superficie. Asi, la interaccion de indole
magnetostatico que surge entre el campo de dispersién debido a la estructura
de dominios magnéticos presente en el plano de la muestra y el momento
magnético de la punta puede ser registrada con una escasa contribucién de la

topografia de la muestra.’

[1.2.2. Microscopia electronica

11.2.2.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM) con microanalisis de
rayos X (EDX)

Un Microscopio electrénico de barrido permite obtener imagenes topograficas
de elevada resolucion, a partir de los electrones secundarios generados tras la
interaccion de un haz de electrones acelerados, provenientes de un catodo,
con la muestra objeto de estudio.”® La interaccion de los electrones incidentes
con la superficie de la muestra produce una serie de radiaciones secundarias:
electrones secundarios, electrones retrodispersados, electrones transmitidos,
radiacion X, electrones Auger, catodoluminiscencia y energia absorbida (por la
muestra). La utilizacion de unas u otras nos permite obtener informacion

relevante de diferente indole sobre la muestra.
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De todas las formas de radiacion resultantes de la interaccion entre el haz
incidente y la muestra hay dos realmente fundamentales en el microscopio de
barrido: los electrones secundariosy los electrones retrodispersados. Los
primeros son electrones de baja energia (decenas de eV) que resultan de la
emision por parte de los atomos constituyentes de la muestra (los mas
cercanos a la superficie) debido a la colision con el haz incidente. Los
electrones retrodispersados sin embargo, son electrones del haz incidente que
han interaccionado con los atomos de la muestra y han sido reflejados. La
intensidad de ambas emisiones varia en funcién del angulo que forma el haz
incidente con la superficie del material, es decir, depende del perfil topogréfico
de la muestra. Estos electrones son muy sensibles a la topografia de la
muestra debido al pequefio volumen de generacion del que proceden. Esta
distancia varia aproximadamente entre 1 y 5 nm en metales, siendo un orden
de magnitud superior en el caso de materiales aislantes. Por lo tanto, se utilizan
para generar imagenes, tras ser recogidos mediante un detector sincronizado
con el barrido del haz del microscopio. El control del barrido, colimacion y
enfoque del haz se lleva a cabo mediante un sistema de lentes magnéticas
dispuestas en el interior del microscopio, que trabaja en condiciones de alto
vacio (~ 10° Torr).

Por otro lado, como se ha dicho, al excitar la muestra con el haz de
electrones también se producen rayos X. La energia de la radiacién emitida es
caracteristica del atomo que la emite por lo que, analizando adecuadamente la
energia de los fotones emitidos por la muestra, es posible conocer la
composicién quimica de la misma. Por tanto, se puede bien analizar la
composicién promedio de todo el area barrida por el haz de electrones o bien,
sincronizando el barrido con la deteccion de rayos X, realizar un mapa de

composicién diferencial.

Los rayos X caracteristicos se excitan en la region del material en la que la
energia de los electrones incidentes es mayor que la energia de ionizacion de
la capa electronica involucrada en la emision. Por tanto, la resolucion espacial
de la técnica de EDX, tipicamente del orden de unidades de um, es bastante

peor que el diametro del haz.
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Las imagenes y los analisis de la composicidn quimica de las muestras que
se exhiben en la presente memoria se han registrado por medio de un SEM
JEOL 6300.

[1.2.2.2. Microscopia electronica de transmisiéon (TEM)

La técnica de microscopia electronica de transmision permite obtener imagenes
de alta resolucién a partir del andlisis de los electrones de alta energia que
atraviesan la muestra.’® Los microscopios electronicos mas sencillos constan
de dos lentes formadoras de la imagen de forma muy parecida a los
microscopios opticos convencionales. La iluminacion proviene de un cafion de
electrones emitidos por un filamento de W o LaBg. Los electrones son
acelerados al aplicar un potencial negativo (100 kV - 1000 kV) y focalizados
mediante dos lentes condensadoras sobre una muestra delgada, transparente

a los electrones.

Después de pasar a través de la muestra, los electrones son recogidos y
focalizados por la lente objetivo dentro de una imagen intermedia ampliada. La
imagen es ampliada aun mas gracias a las lentes proyectoras, las cuales
controlan la ampliacion de la imagen en la pantalla fluorescente. La imagen

final se proyecta sobre una pantalla fluorescente o una pelicula fotogréfica.

Existen diferentes modos de formacién de la imagen en un microscopio de
transmision: si la imagen se forma a partir del haz transmitido, que no ha
sufrido dispersion, entonces la imagen del objeto es oscura sobre un fondo
brillante. Si, por el contrario, se utilizan los electrones dispersados en este caso
la imagen aparece brillante sobre un fondo oscuro. Por ello estas dos técnicas
se denominan formacion de imagen en campo claro y en campo 0scuro,

respectivamente. La primera es la mas utilizada.

Esta técnica proporciona informacion relacionada con los posibles defectos
presentes en los materiales, tales como dislocaciones, faltas de apilamiento,
fronteras policristalinas o multifase e, incluso, cambios en la composicién
quimica, todo ello con una resolucién altamente exaltada que dependera del

tipo de defecto y del material analizado.

e
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Una modificacién de esta técnica consiste en la microscopia electronica de
transmision de alta resolucion (HRTEM). En este caso, la imagen se genera
mediante la interferencia de mas de un haz difractado, de manera que aparece
un contraste de fase con el que poder analizar la muestra con una resolucién

estructural por debajo de 0,2 nm.

En la caracterizacion de las dimensiones de las nanoparticulas de Au

estudiadas en esta tesis, se ha trabajado con un HRTEM Philips CM200.

11.2.3. Métodos electroquimicos

Las técnicas electroquimicas consisten fundamentalmente en aplicar una sefial
eléctrica al sistema objeto de interés lo que permite obtener informacién del
mismo analizando la respuesta eléctrica que genera dicha sefial. Mediante un
potenciostato y, por medio de las diversas técnicas disponibles, se pueden
aplicar los métodos electroquimicos mas interesantes para cada sistema en
particular, con lo que resulta posible realizar los estudios necesarios para la

completa caracterizacién del mismo.

[1.2.3.1. Modos de Operacion
11.2.3.1.1. Voltametria Ciclica

La voltametria ciclica es una técnica electroquimica consistente en emplear
una sefial de potencial que varia con el tiempo de acuerdo a una funcién lineal.
Permite estudiar las propiedades rédox de diversas sustancias quimicas y la

estructura de las interfases generadas.?°

Dado que no es posible experimentalmente disponer de una interfase
aislada, se han de estudiar las propiedades de una coleccion de interfases
denominada celda electroquimica. Estos sistemas estan definidos por al menos
dos electrodos y una solucién electrolitica. El método de los tres electrodos es
el mas ampliamente utilizado. En tal método se usan un electrodo de
referencia, RE, un electrodo de trabajo, WE, y un contraelectrodo, CE,
inmersos en una solucién. Se ha de contar, ademas, con un electrolito en la
solucion objeto de estudio para garantizar una suficiente conductividad. La

combinacion del disolvente, el electrolito y el material del electrodo de trabajo
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especifico condicionan el rango del potencial. Como el electrodo de referencia
exhibe un potencial fijjo y no circula corriente a través de este durante las
medidas, cualquier cambio en el potencial aplicado a la celda modifica la

polarizacion del electrodo de trabajo.

En la voltametria ciclica, el potencial aplicado se varia con el tiempo, a una
velocidad (AE/ At) determinada. Para las medidas que se llevaron a cabo en la
presente memoria, se utilizaron variaciones lineales como las que se muestran
en la Figura 11.19a, de modo que la curva de barrido es triangular: se comienza
a un potencial dado, se alcanza un potencial final y luego se retorna al mismo
potencial inicial. Durante el barrido de potencial, el potenciostato mide la

corriente resultante debida al potencial aplicado.

Por tanto, como se ha dicho, en una experiencia de voltametria ciclica,
Figura 11.19, el generador de sefales hace variar, a traves del potenciostato, el
potencial del electrodo de trabajo desde un valor inicial (Ep) hasta otro final, tras
lo cual el barrido se invierte volviendo al potencial inicial. Esto da lugar a la
curva de excitacion E = f(t), de perfil triangular E = Ep £ vt, donde v es la
velocidad de barrido (AE/ At), fig. 11.19a. La sefal que se registra es, por tanto,
la corriente que pasa a través del electrodo de trabajo como respuesta a esta

perturbacion, en funcién del potencial aplicado.

I/ WA
T

ipa

Potencial/V

. En

Tiempo/ s E/ (V vs. Ag/ AgCl)

Figura 11.19. Variacion del potencial frente al tiempo en voltametria ciclica (a). Ejemplo del
voltamperograma ciclico resultante de aplicar una rutina de potencial como la descrita a un

sistema electroquimico de interés (b).
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Si se representara graficamente la corriente frente al potencial, se obtendria
un voltamograma ciclico, fig. 11.19b, que es funcion de un gran ndmero de
parametros fisicoquimicos y, ademas, es dependiente del tiempo. Asi, la fig.
19b ilustra la respuesta electroquimica esperada para un par rédox reversible
durante un ciclo de barrido. Como resultado, se obtiene informacion acerca del
potencial rédox, las velocidades de la reaccion electroquimica de los

compuestos y la concentracion de especies electroactivas.

La voltametria ciclica es, en definitiva, una técnica muy empleada para la
adquisicion de diversos parametros caracteristicos de aquellos procesos que
tienen lugar en la superficie de los electrodos: numero de electrones
transferidos en una reacciobn de oxidacion o reduccion, recubrimientos
superficiales, constantes de velocidad, constantes de formacion, coeficientes
de difusion, etc. También resulta de utilidad para obtener datos estructurales
tanto de la superficie como, en ocasiones, de los adsorbatos que se encuentran

sobre ella.’®

11.2.3.2. Equipamiento
11.2.3.2.1. Potenciostato

Las medidas electroquimicas voltamperométricas se llevaron a cabo con el

siguiente equipo electroquimico:

1. Potenciostato-galvanostato AUTOLAB® modelo PGSTAT 30: Posee
un voltimetro-amperimetro y un interruptor que permite la conexion a la celda
exterior o a una celda falsa. Permite un rango de sensibilidades desde 1 pA
hasta 1 A. Este sistema automatizado Potenciostato/ Galvanostato permite la
realizacion de las técnicas  voltamétricas, cronoamperométricas,

cronoculombimétricas y polarogréaficas en todas sus variantes.

Figura 11.20. Potenciostato-galvanostato AUTOLAB®™ modelo PGSTAT 30.
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2. El programa GEPS (General Purpose Electrochemical System):
Proporciona un control completo sobre las medidas electroquimicas del
sistema. Se trata de un programa compatible con el sistema operativo Windows

que consta de dos partes diferenciadas:

2.1. La interfaz con el usuario que permite la obtencion de graficos y el

analisis de los datos obtenidos.

2.1.2 La comunicacion con el dispositivo AUTOLAB de manera que controla
la ejecucion de las rutinas de trabajo.

Ambas partes del programa estdn conectadas via memoria compartida, las

tareas de medida se ejecutan con mayor prioridad que las de andlisis de datos.

11.2.3.2.2. Celdas y electrodos

Se han empleado dos tipos de celda: una celda electroquimica convencional de
la casa comercial Metrohm EA 876, provista de una doble pared para su
termostatizacién, con tapa de plastico de cierre hermético, la cual posee
orificios normalizados en los que se disponen los electrodos (trabajo,
contraelectrodo y referencia), el tubo de entrada y salida del gas inerte, y una
segunda celda electroquimica, especificamente disefiada para evitar que los
bordes de los monocristales de HOPG, EPG, entren en contacto con la

interfase electroquimica. Ambas se muestran en la Figura 11.21:

Referrencia

Trabajo wmContraelectrodo
(Au) (Pt)

Figura I1.21 Celda electroquimica de tres electrodos convencional (a). Celda de teflén disefiada

especificamente para obtener la respuesta electroquimica del plano basal del HOPG (b).

Capitulo II




Tesis Doctoral

Materiales y Métodos Experimentales

El generador de N, se comunica con la celda electroquimica a través de un
sistema de purificacién adicional del gas inerte constituido por una trampa de
mercurio (evita accidentes por retroceso o sobrepresion), un compartimento
lleno de varillas de cobre que se calienta mediante un hornillo hasta una
temperatura de 400 °C para eliminar trazas de oxigeno y un borboteador de
H,SO, concentrado que elimina restos de materia organica y agua.

En todas las experiencias la temperatura de la celda se mantiene a 25°C +
0,1 °C, mediante un termostato-criostato de la casa comercial Heto Modelo
CBl1le.

Los electrodos usados han sido:

1. Electrodo de trabajo: En la presente tesis doctoral se ha hecho uso de tres

electrodos que a continuacion se detallan:

1.1. Placas de Au(111): se trata de placas de vidrio recubiertas con una capa
de Cr (de 2,5 nm de espesor) y sobre ésta otra de Au (de 250 nm de espesor),
de forma que, tras un protocolo de calentamiento a la llama (flame annealing),
se forman terrazas de Au(11l) en la superficie. El area geométrica de cada
placa es de 11 x 11 mm? y han sido adquiridas de la casa comercial
Arrandee™. Nétese que estas placas, antes de su calentamiento, son de Au

policristalino y fueron empleadas como tal en algunas experiencias.
1.2. Monocristales de HOPG.
1.3. Nanoparticulas de Au adsorbidas sobre HOPG.

2. Electrodo de referencia: electrodo de Ag/ AgCl (3M de KCI) de la casa
comercial Metrohm, (Eag agcivs nve = 10,210 V a 25°C), aislado de la disolucion
por una camisa o lugging, tubo de vidrio que permite el contacto eléctrico a
través de un vidrio poroso, para evitar la posible contaminacion de la disoluciéon
con los iones CI. Todos los potenciales que aparecen en esta memoria estan

referidos a la escala del Ag/AgCl.

3. Contraelectrodo: se uso un anillo de disco de Pt policristalino aislado de

la disolucién con el mismo sistema que el electrodo de referencia.
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11.2.3.3. Preparacioén electroquimica de peliculas de melanina

La melanina usada para la preparacion de estos electrodos modificados es una
eumelanina sintética adquirida comercialmente de Sigma-Aldrich (M8631). La
preparacion de estas peliculas se ha realizado a partir de una disolucion de
melanina 0,3 g L* en NaOH 0,1 M haciendo uso de un método, desarrollado
por este grupo de investigacion, para el autoensamblado electroquimico de

peliculas de eumelanina sintética.*

Para ello se ha empleado un clasico disefio experimental consistente en una

celda electroquimica, Figura I1.22, con los siguientes tres electrodos:

- Como electrodo de trabajo se emple6 alguno de los tres descritos en el

apartado anterior.
- El electrodo de referencia utilizado es un electrodo Ag/ AgCI.

- Por ultimo, como contraelectrodo se emplea un electrodo de disco de

platino.

Referencia i ‘Contraelectrodo
(Ag/ Agdl) (Pt)

Melanina
(03gL?)

Figura 11.22. Representacion esquematica de la celda electroquimica empleada para la
fabricacion de peliculas autoensambladas electroquimicamente de eumelanina sintética sobre
Au(111).

Para el crecimiento de las peliculas, el electrodo de trabajo es sometido a
polarizacion catodica de -1,0 V (frente a Ag/ AgCl), para distintos tiempos de

adsorcion t,, en la disolucién de trabajo (0,3 g L™ de eumelanina sintética en
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NaOH 0,1 M). Hay que aclarar que el electrodo de trabajo se introduce en la

disolucion una vez que ya esta aplicado el potencial.

Una vez se ha extraido el electrodo modificado de la celda, éste es aclarado
primero con NaOH 0,1 M para retirar los restos de eumelanina no adsorbida y
después con agua mili-Q para desplazar posibles restos de NaOH que hayan

guedado retenidos en la pelicula.

Tras este procedimiento de lavado, el electrodo se deja secar durante al

menos 10 horas en atmdsfera de N, antes de llevar a cabo su caracterizacion.

[1.2.3.4. Preparacion electroquimica de puntas de Pt-Ir para STM

En aquellas ocasiones en las que se requerian imagenes STM dotadas de una
altisima resolucion, se han empleado puntas elaboradas por etching
electroquimico en el Laboratorio de Nanoscopias y Superficies de acuerdo al

protocolo®® que se indica a continuacion:

1. Se colocan aproximadamente 40 ml de una disolucion de CaCl, al 33,3%

a partir de la saturada en un vaso de precipitado de 100 ml.

2. En torno a 1 cm de un alambre de Pt-Ir se inserta en un capilar de vidrio.

El capilar ha de quedar sujeto al alambre por rozamiento.

3. El conjunto capilar-alambre se introduce en el vaso quiver dejando cierto
margen en éste como para gque la punta, una vez cortada, caiga en el interior

del quiver.

4. Debe ajustarse la profundidad de la inmersién del conjunto capilar-
alambre de forma que aproximadamente 1 mm del alambre descubierto esté en

contacto con la disolucion.

5. Se aflade ahora un volumen de agua mili-Q que represente,
aproximadamente, el 10% de la disolucion de afilado de CaCl,. De esta forma
se obtienen dos fases. El cloruro de Pt, de color negro, formado durante el
proceso de afilado a altas temperaturas, se acumula en la fase superior acuosa

dejando asi la disolucion de afilado libre de este compuesto.
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6. Se aplica entonces una diferencia de potencial de entre 20 a 30 V de

alterna.

7. Una vez que cae la punta, se elimina con una pipeta Pasteur la fase
acuosa con el cloruro de Pt y se va retirando la disolucién de afilado (que es

reutilizable) hasta poder extraer el capilar que contiene la punta en su interior.
8. Con ayuda de otro capilar de vidrio mas estrecho se extrae la punta.

En la Figura 11.23 se detalla con imagenes el proceso completo:

Figura 11.23. Esquema de elaboracién de puntas de Pt-Ir. (a) Capilar de vidrio para insertar el
alambre de Pt-Ir. (b) Alambre de Pt-Ir. (c) Alambre insertado en el capilar. (d) Vaso quiver. (e)
Catodo de grafito. (f) Fase mas diluida (g) Disolucién de CaCl, al 33,3%. (h) Fuente de

corriente alterna. (i) Punta formada protegida por el capilar.

Se debe hacer notar que los mejores resultados fueron obtenidos aplicando

27 V de corriente alterna hasta desprendimiento de la punta por gravedad. De
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hecho, la aplicacion de 27 V de alterna durante 5 minutos y posterior
disminucién hasta 11 V hasta ruptura mostrd peores resultados, si bien arrojé
morfologias de la punta mucho mas reproducibles. En la Figura 11.24 se
muestra un ejemplo representativo de puntas de Pt-Ir fabricadas por este

método.

Figura 11.24. Detalle de una punta de Pt-Ir obtenida por etching electroquimico en disolucién de

CaCl, vista por SEM: (a) 150 aumentos y (b) 7500 aumentos.

I1.2.4. Medidas espectroscopicas

[1.2.4.1. Espectroscopia Auger (AES)

Al ionizarse un atomo en un nivel electronico interno, los electrones que se
encuentran en niveles mas altos de energia tienden a llenar el hueco dejado a
menor energia y al hacerlo se emite un foton de rayos X. Al considerar la
cantidad de &tomos que eran ionizados arrancandoles un electron de la capa K
y compararla con la fracciobn de estos atomos que emitian fotones, se
encontraba que la relacién era muy inferior a uno. Si el Unico mecanismo para
que el atomo vuelva al estado base era la caida de un electrén de un nivel
superior al nivel ionizado con la emision de un foton, entonces todos los
atomos ionizados de esta forma deberian emitir fotones. La existencia de otro
mecanismo fue comprobada en 1925 por el fisico francés Pierre-Victor Auger.
Se trata del ahora denominado efecto Auger.

Por tanto, la espectroscopia Auger se basa en un proceso en 2 etapas en el
que la primera de ellas implica la formaciéon de un ion A", excitado

electronicamente por exposicion del analito a un haz de rayos X o a un electrén
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acelerado a alta velocidad (electrén sonda), donde tiene lugar una reaccion del

siguiente tipo:
A+ hv(6 €songa) > A" + € (10)

donde A puede ser un atomo, una molécula o un ion, y A es un ion
electronicamente excitado con una carga positiva mas que A. Cuando la

relajacién de la especie A" tiene lugar de la siguiente forma:
A" 5 AT + g, (11)

se produce entonces la emision Auger, que consiste en que la energia cedida
en la relajacion produce la expulsion de un segundo electrén e, , que es lo que
se conoce como "electron Auger". La energia de este segundo electréon es
independiente de la energia del foton que produjo la formacion de la especie
A"". Las emisiones tipo Auger se describen en funcién del tipo de transiciones

orbitales implicadas en la produccién el electron, Figura 11.25.

A
Niveles ——— ——————————————— ———
desocupados
—eoo—oo—oo L —eoo—o0—oo L —so—eoi—eo i3
I':1 I‘l I':l
Electron de a a
alta energia a b
v
—eae—— —_— —_—
K K K

Figura 11.25. llustracién del proceso Auger: (a) Atomo ionizado en un electrén de la capa K; (b)
Decaimiento del atomo al estado base al ocupar un electrén de energia mayor, el hueco de la

capa K, emitiendo al mismo tiempo un electron Auger KL, L.

El efecto Auger es el dominante: el 95% de las ionizaciones conduce al

estado de un atomo doblemente ionizado y un electrén Auger.

El electron Auger se mueve por el sélido y pronto pierde su energia al
impactar con los demas electrones que si se mantienen ligados a sus atomos.

Si el electrén ha sido producido cerca de la superficie puede escapar con una
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pérdida de energia pequefia o nula y ser detectado por un espectrometro que

mida su energia.

Muchos de los electrones sonda son reflejados hacia atras y también
colectados por los espectrémetros. Las gréficas de Auger muestran los picos
de los electrones Auger sobre un fondo dado por los electrones sonda
reflejados. Si todos los electrones Auger salieran del material sin pérdida de
energia, los picos serian sumamente estrechos, pero debido a los impactos
entre electrones, los picos engrosan. Las energias utilizadas para el haz de
electrones sonda casi siempre se encuentran entre 5 y 10 keV. El
espectrometro registra el nimero de electrones Auger que salen en cada

energia.

Si se tuviera una muestra con elementos desconocidos en la superficie,
éstos podrian ser identificados a partir de sus picos Auger. En muchos casos
estos picos pueden casi desaparecer y confundirse con los picos del fondo o
ruido. Es conocido que la sefial Auger (el numero de electrones Auger) cae
fuertemente después de pasar la energia bien definida del pico, por ello, se
opta por representar la derivada del nimero de electrones Auger respecto a la
energia, este tipo de espectro recibe el nombre de espectro diferencial. Por
convencion, se ha escogido el valor de energia donde aparece el minimo en el
espectro diferencial como la posicion del pico Auger. La Figura 11.26 muestra el
espectro Auger, arriba, y el espectro diferencial del hierro, abajo. Puede
apreciarse como el espectro diferencial exhibe detalles que son dificiles de
percibir en el espectro directo:
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Figura 11.26. Espectro Auger del Fe. (a) Espectro directo. (b) Espectro diferencial.
11.2.4.2. Espectroscopia de fotoelectrones generados por rayos X

La espectroscopia de fotoelectrones generados por rayos X (X-ray
photoelectron spectroscopy, XPS), denominada inicialmente espectroscopia
electronica para analisis quimico (electron espectroscopy for chemical analysis,
ESCA), se basa en el efecto fotoeléctrico, descubierto en 1887 por H. R. Hertz
y cuyas bases teodricas fueron ampliadas por A. Einstein en 1905. Ya en la
década de los sesenta se implementd su empleo con fines analiticos, por
medio de los trabajos pioneros del grupo de K. M. Siegbahn, quien fue
galardonado con el Premio Nobel de Fisica en 1981 por este motivo.

La habilidad de detectar diferencias en los estados quimicos junto con su
alta sensibilidad superficial han hecho de esta técnica espectroscopica la mas
universalmente utilizada para el andlisis de superficies. De hecho, permite
detectar casi todos los elementos, a excepcién del hidrégeno y el helio. Las
muestras objeto de estudio pueden ser solidas, liquidas o gaseosas. La
profundidad en el andlisis de los materiales sélidos se extiende desde las 2
Gltimas capas atémicas hasta aproximadamente 10 capas. Es aplicable a
materiales de diferente naturaleza, esto es, organicos, biolégicos y poliméricos,

asi como también a metales, semiconductores y ceramicos.
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Un aspecto fundamental que debe ser tenido en cuenta es que, ademas de
la obtencion de la composicion quimica elemental, permite adquirir informacion
del estado quimico de cada elemento, el estado de oxidacion del atomo, los
enlaces quimicos, la homogeneidad superficial y el estado de adsorbatos, todo

ello, a partir de la energia de enlace del electrén fotoemitido.

La técnica de fotoemision se obtiene cuando un material absorbe un foton de
rayos X lo que provoca que los electrones mas internos adquieran suficiente
energia como para salir de él. Midiendo la energia cinética del electron
arrancado y conociendo la energia de la radiacion incidente se puede medir la
energia de ligadura (binding energy, energia de enlace) que depende del
atomo que se estudia.?® Por ello el espectro de XPS nos permite saber qué

atomos estan presentes en él.

Para arrancar electrones de niveles interiores es necesario utilizar una
radiacion de alta energia (entre 50 y 1200 eV) lo que se corresponde con la

zona de los rayos X.

Cuando una muestra es irradiada con fotones dotados con una energia
superior a la de enlace de los electrones, estos salen de la muestra con una
energia cinética igual al exceso de energia del foton respecto a la energia de
enlace. La energia que suministra el foton se puede dividir en: energia
necesaria para arrancar un electron desde su estado fundamental, energia de

enlace, y la energia cinética que adquiere el electron.

La energia de ligadura o enlace (binding energy, E,) de los estados
ocupados de los electrones emitidos medida respecto del nivel de Fermi del

material se pueden calcular mediante la siguiente expresion:
Eb:hV—Ek—CD (12)

donde Eg, es el valor de la energia cinética con la que los fotoelectrones
emitidos llegan a un detector, hv es la energia de la radiacién X incidente y ®
un factor corrector del entorno electrostatico del electrén, correspondiente a la

funcién de trabajo de la muestra y del espectrometro.
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Por tanto, conocidas las energias de enlace, al tratarse de una magnitud
caracteristica de cada elemento, es posible caracterizar la composicion

elemental de la muestra objeto de interés.

A la hora de obtener un espectro XPS de una muestra problema se han de
tener en cuenta las siguientes consideraciones generales: en primer lugar se
realiza un barrido amplio, alrededor de unos 1000 eV, y luego barridos mas
reducidos, en torno a los elementos de interés, de unos 20 eV. Ahora bien,
cuando se incrementa la energia, también aumenta el ruido de fondo. Este
ruido tiene su origen en fotoelectrones que han perdido parte de su energia por
colisiones inelasticas en el sélido pero que todavia poseen energia suficiente
para escapar y, también, en algunos elementos de menor intensidad que son

dificiles de detectar y, por tanto, de separar de la sefial del ruido.

Con la intencion de disminuir este efecto, se lleva a cabo una acumulacion
sucesiva de espectros, incrementando de esta manera la relacion sefial/ruido
en el espectro, allandndose el camino para la determinacion de los picos de
menor intensidad. La energia de enlace de los picos asociados a la emision de
fotoelectrones queda muy bien resuelta permitiendo asi incluso identificar el
estado de oxidacion de cationes y aniones. Es mas, atomos del mismo
elemento que aunque presentes en la misma muestra no son equivalentes,
bien porque exhiben distintos estados de oxidacién o diferente esfera de
coordinacion, etc., dan lugar a una variacion significativa, alrededor de 1-3 eV,

en la energia de enlace.

A modo de ejemplo de lo que se ha comentado hasta el momento, en la
Figura 11.27 se ha representado el espectro XPS registrado en una muestra de

origen biolégico que contiene nanoparticulas de 6xidos de hierro:
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Figura 11.27. Espectro XPS de la superficie de un electrodepdsito de melanina-hierro sobre Au.
Se nombran los principales picos que aparecen en el espectro: Fe, C, N, O y Au (a). Detalle de

la sefial de Fe 2p (b).

En el eje horizontal se representan valores de energia de enlace y en el eje

vertical la intensidad o niumero de cuentas medidas, ver fig. 11.27 a-b.

Se debe afadir ademas gue esta técnica permite realizar, conjuntamente a
la habitual identificacion elemental, un andlisis cuantitativo de la muestra y
definir perfiles de concentracién de determinados compuestos en superficies de
interés. Asi, los andlisis cuantitativos se realizarian mediante el cémputo de las
areas encerradas bajo cada pico correspondiente a los diferentes elementos.
Por su parte, los perfiles de profundidad se elaborarian en combinacién con el

bombardeo con iones argén.?

Las medidas de XPS realizadas para la elaboracion de esta memoria se
llevaron a cabo en el Instituto Nacional de Investigaciones Fisicoquimicas
Tedricas y Aplicadas, INIFTA, en La Plata, Argentina. Para ello se hizo uso de
una fuente de Mg Ka (XR50, Specs GmbH) y un analizador hemisférico
(PHOIBOS 100, Specs GmbH). La presién en el interior de la cAmara de UHV
fue inferior a 1 x 10 mbar. El 4ngulo entre la fuente de rayos X y el eje del
analizador se estableci6 en 54° 44'. Los valores de seccion eficaz de
fotoionizacion estan tabulados para esta geometria. Previamente a las
medidas, se realizd una calibracion de la escala de energia de dos puntos,
utilizando Au evaporado (Ep, de Au 4f;, = 84,00 eV) y Cu (E, de Cu 2p3;» =
932,67 eV).

Capitulo II

Pégina7 9



Pégina8 O

Tesis Doctoral

Materiales y Métodos Experimentales

11.2.4.3. Espectroscopia de absorcion de Rayos-X (XAS): XANES y EXAFS

La espectroscopia de absorcion de rayos X (X-ray absorption spectroscopy,
XAS) consiste fundamentalmente en la irradiacion de una muestra de interés
con una fuente de rayos X de energia variable y el ulterior registro de la
intensidad absorbida por la muestra en funcion de la energia de los fotones
incidentes. Esto se lleva a cabo en las regiones donde los elementos
estudiados exhiben un borde de absorcion que viene definido por una
transicion electronica desde un nivel interno hasta un nivel desocupado (por
encima del nivel de Fermi) o por encima del nivel de vacio, generandose asi un
fotoelectron. En XAS se estudia la absorcion de radiacién cuya energia abarca

la zona de rayos X blandos, desde aproximadamente 250 eV, y duros.*

La espectroscopia de absorcion de rayos X abarca dos técnicas basicas:
XANES y EXAFS, que implican principios fisicos y tratamientos mateméaticos
distintos, ademas de proporcionar diferentes datos experimentales.

El EXAFS se refiere a la estructura fina en la absorcién por encima de un
borde dado de absorcion y hoy en dia se explica en términos de una teoria de

dispersion mdltiple, scattering.

El XANES, por su parte, hace referencia a la estructura fina cercana al borde
de absorcion y su teoria no es aun totalmente general y requiere, por tanto, de
diferentes consideraciones fisicas y de andlisis diferenciados y especificos para
cada tipo de atomo absorbente y region de energia incidente. Pese a todo, en
la actualidad, es objeto de numerosas investigaciones asi como la base de
aplicaciones concretas para el estudio y caracterizacion de materiales y
procesos, si bien aunque todavia no es posible un entendimiento mas complejo

y detallado del fenémeno en todos los casos.

Un espectro de absorcion de rayos X suministra informacion respecto de las
transiciones electrénicas en los niveles internos de un atomo, siendo el proceso
basico la excitacion de los electrones localizados en niveles 1s 0 2p a través de

la absorcion de rayos X.
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En la Figura 11.28 se muestra un espectro de absorcion de rayos X. Cuando
se representan el coeficiente de absorcion en funcion de la energia, los datos
experimentales exhiben tres caracteristicas generales: (a) un decrecimiento
general de la absorcion de rayos X al aumentar la energia incidente E, lo que
estaria de acuerdo con calculos semi-clasicos simples que predicen un
comportamiento del tipo p(E)~pZ/AE* (donde p es la densidad de la muestra, Z
y A el nimero y la masa atdémica, respectivamente y u el coeficiente de
absorcién de rayos X), (b) la presencia de un aumento abrupto de la absorcién
a determinada energia denominada borde de absorcion, y (c) por encima del
borde, una estructura oscilatoria que modula la absorcién. La primera
caracteristica ilustra el fenédmeno de absorcién de rayos X, descrito por la “regla
de oro” de Fermi. La posicidn en energia del borde es unica para un atomo
absorbente dado y determina la energia de excitacion de los electrones de
capas internas, dando lugar a la selectividad atdbmica de la técnica. La tercera
cuestion es precisamente la que suscita el interés en la estructura fina de la
absorcion de rayos X, XAFS. Cuando se interpreta correctamente, contiene
informacion estructural detallada como son, por ejemplo, las distancias

interatdmicas y los numeros de coordinacién de los atomos implicados.

‘ XANES EXAFS
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Figura 11.28. Representacion esquematica de un espectro de absorcion de rayos X.

Normalmente se analiza el espectro como el exhibido en la fig. 11.28,

dividiéndolo en sus dos regiones caracteristicas:
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1. Regién EXAFS: Se llama asi a la absorcion en energia que ocurre en la
regién entre 50 hasta unos 1000 eV por encima del borde de absorcion y que
presenta oscilaciones mas suaves en la absorcion (estructura fina). Esta
estructura fina suministra informacién precisa sobre la estructura atomica local
alrededor del atomo absorbente: numero de &tomos vecinos en la capa,

longitud de enlace atémico, naturaleza de los &tomos vecinos, desorden, etc.

2. Region XANES: comprendida en torno a unos 50 eV por encima del borde
de absorcion. Se trata de una técnica muy relacionada con el EXAFS pero en la
gue sOlo se analiza la zona de absorcidn justo después del borde y permite,
principalmente, el estudio de los estados de oxidacion de los diferentes
elementos si bien no posee tanta utilidad para abarcar estudios estructurales.
Es, de hecho, muy utilizada para la caracterizacion de los estados de oxidacion

de los metales de transicion.

El espectro XANES otorga como contrapartida al EXAFS informacion fisica y
guimica del entorno local de un dado elemento en forma inmediata, por ejemplo
de la simetria local alrededor del &tomo absorbente a través de la comparacion
directa con espectros de referencia. En este sentido, el espectro XANES se

considera como una impresioén digital de la estructura tridimensional local.

Las medidas de XAS en el borde K del Fe (7112 eV) de diferentes muestras
de melanina y distintos patrones fueron realizadas en la linea XAFS-1 del
Laboratorio Nacional do Luz Sincrotron de Campinas, Sao Paulo, Brasil, LNLS,
en aire, a temperatura ambiente, en modo transmision, utilizando el método
TEY (total electron yield) que consiste en medir la corriente de reposicion de
carga a la muestra (debido a los huecos generados por la radiacion incidente) y
a una lamina delgada de Au colocada antes de la muestra, en el eje del haz
incidente. Se utilizaron 3 cAmaras de ionizacion como detectores: una antes de
la muestra, para medir la radiacion incidente (lp), otra después de la muestra y
antes de la lamina de Au de referencia, para medir la intensidad luego de la
muestra (l), y la tercera luego de esta lamina para medir la intensidad I,. El
espectro de absorcion de la muestra y del metal de referencia se expresé como
log (lo/l1) y log (11/12), respectivamente. El espectro de la lamina de Au se utilizo

para calibrar la escala de energia.
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11.2.4.4. Dispersion de Rayos X a Angulos Bajos (SAXS)

Cuando la radiacion interacciona con la materia experimenta, entre otros
fenémenos, una dispersion elastica por parte de aquellos objetos cuyo tamafio
es similar a la longitud de onda de la radiacién.” El espectro de dispersion
obtenido estara determinado por la forma, estructura y tamafio del objeto
dispersante. Por este motivo, la dispersion de rayos X y de neutrones con
longitudes de onda del orden de 0,1 nm se utilizan ampliamente para la

caracterizacion estructural de la materia.

La teoria de dispersién de rayos X a angulos bajos ha sido ampliamente
desarrollada para un sistema ideal de dos fases,?® donde cada fase presenta
una amplitud de dispersion por unidad de volumen constante y diferente para la
radiacion incidente. De este modo, se han deducido ecuaciones con las que es
posible determinar parametros relacionados con las caracteristicas (por
ejemplo tamafios y distribucion) de las particulas responsables de la dispersién.

La aplicacién de esta técnica al estudio de nanoparticulas (NPs) permite
estudiar su forma y su tamafio. En el caso de particulas en las que su
composicién no es homogénea sino que presenta diferencias en la densidad
electronica de las diferentes partes que la componen, es posible modelar su
estructura mediante el ajuste de las curvas de dispersion generadas por las

curvas experimentales.?’

Las medidas de SAXS fueron realizadas en la linea SAXS-2 del LNLS. Esta
linea esta equipada con un monocromador de Si(111) que permite la obtencion
de un haz enfocado horizontal y verticalmente, con una longitud de onda A =
0,17556 nm. Se utilizé una camara CCD (charge-coupled device) como
detector de los rayos X dispersados. Las muestras de nanoparticulas se
midieron a temperatura ambiente en una celda para liquidos con ventanas de

mica.
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11.2.4.5. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja ha sido una técnica tradicionalmente aplicada a la
caracterizacion de moléculas, especialmente en el campo de las ciencias
experimentales. Por medio de esta técnica es posible llevar a cabo la
identificacion de grupos funcionales de materiales organicos asi como la
determinacion estructural de diversas muestras solidas y liquidas. El estudio
pormenorizado de los diferentes picos y bandas que aparecen en el espectro
de absorcion, para los diferentes niUmeros de onda, permite caracterizar la
composicién de la muestra de interés. Dado que estos picos y bandas son
caracteristicos de determinados grupos funcionales, su identificacion facilita la
elucidacion de la estructura en funcion de las frecuencias de los modos
normales de vibracion de las moléculas. En la actualidad la mayoria de los
equipos de espectrofotometria infrarroja se basan en el empleo del

interferometro de Michelson que realiza la transformada de Fourier (FTIR).

Las medidas FTIR realizadas en esta tesis se llevaron a cabo con un
espectrometro Bruker IFS66 dotado de un detector Globar y un mddulo de
reflectancia total atenuada (ATR) con cristal de diamante. Para cada espectro
se recolectaron 128 interferogramas con una resolucién de 8 cm™. Los
espectros obtenidos para peliculas de melanina electrodepositadas sobre
HOPG se muestran en términos de R/ Ry, donde R y Ry son la reflectancia
correspondiente a la muestra y a la superficie libre del plano basal del HOPG

sin melanina, respectivamente.

11.3. Sustratos
11.3.1. Au

Los sustratos de Au empleados en la presente Tesis se obtuvieron a partir de
placas de Au evaporado sobre vidrio boro silicato, Robax, adquiridas a la casa
comercial Arrandee™, Alemania. Puesto que la adherencia del oro al vidrio no
es lo suficientemente buena, se ha de depositar una capa intermedia de Cr, de

entre 1 y 4 nm de espesor, para facilitar una mejor adhesion del Au al soporte.
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FF

Figura 11.29. Imagen de placa de Au Arrandee™ de 11 x 11 mm?®.

Previamente a su uso, las placas se lavaron inicialmente por inmersion
durante 5 minutos en solucién “pirafia” que es frecuentemente utilizada con la
finalidad de retirar residuos organicos de los sustratos. Esta solucién contiene
una relacion 3:1 en volumen entre &cido sulfarico concentrado (98 % p/p) y
solucién de peroxido de hidrogeno concentrada. Como es extremadamente
corrosiva y reacciona violentamente con la materia organica, debe utilizarse
con extrema precaucion. Luego del lavado, las peliculas se enjuagaron con

agua Milli-Q y se secaron en atmésfera de N..

Las placas de Au evaporado son, en origen, policristalinas, esto es Au(pc).
Por tanto, en los casos en los que se hace necesario contar con sustratos de
Au con la orientaciéon preferencial Au(111) y terrazas de tamafio adecuado, se
las debe someter a un tratamiento térmico, conocido comunmente como flame
annealing. Este tratamiento se puede llevar a cabo calentando los sustratos
con una llama de butano. Las peliculas de Au limpias, soportadas sobre vidrio,
se expusieron a la llama y fueron calentadas sobre un sustrato de marmol
hasta alcanzar color “rojo sombra”, que corresponde a aproximadamente
650°C, que se mantuvo durante algunos minutos. Inicialmente la superficie esta
compuesta por pequefios granulos de Au vy, tras someterla a este proceso de
calentamiento, se consigue que estos granos se unan entre si dando lugar a
otros mayores que desarrollan, a su vez, terrazas triangulares de Au(111) de

entre 500-1000 nm de base, separadas por escalones de altura monoatémica.
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En la Figura 11.30 se han representado imagenes obtenidas por STM que
ilustran el proceso de conversion de Au(pc), fig. I1.30a y ¢, en Au(111), fig. 11.30

by d, por flame annealing.
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Figura 11.30. Imagenes STM 3D antes, (a) y (c), y después, (b) y (d), del calentamiento a la
llama de los sustratos de Au Arrandee™. Imagen de 4 x 4 um2 de superficie de Au(pc) formada
por granulos de 20-50 nm (a). Imagen de 5 x 5 pm2 de superficie de Au(111) formada por
granos de 1-3 um (b). Imagen de 500 x 500 nm? de superficie de Au(pc) mostrando detalle de
los granulos vistos en (a), (c). Imagen de 500 x 500 nm? de superficie de Au(111) donde se
exhiben sus caracteristicas terrazas triangulares (d). Seccidn transversal a lo largo de la linea

de color rojo que muestra terrazas de altura monoatémica (e).
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Con objeto de calibrar la calidad de las medidas llevadas a cabo por SPM,
en la dimension normal a la superficie, se hace uso de la altura de los

escalones monoatémicos del Au(111), fig. 11.30e, 0,236 nm.

[1.3.2. Grafito Pirolitico Altamente Orientado (HOPG)

Los sustratos de HOPG empleados en esta memoria fueron adquiridos de NT-
MDT (Moscu, Rusia) y de Digital Instruments/ Veeco Metrology Group (Santa
Barbara, E.E.U.U). En todos los casos, previamente a su uso, los monocristales
de HOPG fueron exfoliados con el objeto de poder garantizar una estructura

superficial altamente reproducible cada vez.

En la Figura 11.31 se muestran imagenes representativas de los sustratos de
HOPG que muestran su caracteristica estructura de escalones que unen

terrazas atbmicamente planas:
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Figura 1.31. Imagenes STM 3D de la superficie de un monocristal de HOPG: (a) 2,3 x 2,3 umz,
terrazas y escalones y (b) 15 x 15 nm? resolucion atémica de dos capas de atomos de grafito.

(c) Seccién transversal que muestra la distancia entre atomos de carbono.
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La resolucién de atomos de carbono en la superficie del HOPG, fig. 11.31c, es
usada tradicionalmente como patrén interno de calibracion de los
piezoeléctricos en STM, puesto que se conocen perfectamente sus distancias

interatdmicas, en concreto 0,246 nm.?®

[1.3.3. Nanoparticulas de Au (AuNPSs)

Las AuNPs se han sintetizado de acuerdo al método de dos fases de Brust-
Schiffrin,?® el cual, por otro lado, es uno de los mas habitualmente empleados
en la sintesis de AuNPs recubiertas de alcanotioles. Basicamente, se afiaden
0,31 g de HAuUCI4-3H20 a 25 mL de agua milli-Q en el matraz de reaccion. Se
afiaden 100 mL de tolueno donde se encuentra disuelto 1,09 g de una sal de
amonio cuaternaria, bromuro de tetraoctilamonio (ToABr). El cation de esta sal
actua como agente de transferencia de fase, produciendo el transporte de los
iones AuCl, desde la fase acuosa a la fase orgénica. Posteriormente, se
descarta la fase acuosa y la fase organica se lava con abundante agua Milli-Q
para eliminar el HBr que pueda permanecer, procedente de la fase acuosa. Se
afiade entonces la cantidad necesaria de alcanotiol de forma que se garantice
una relacion RSH:Au de 2:1, tras lo cual se debe agitar la mezcla de reaccién
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se afiaden 10 mL
de agua milli-Q en los que previamente se han disuelto 0,30 g de NaBH,, es
decir, en notable exceso respecto al metal, NaBH4:Au de 10:1, produce la
reduccion final a Au(0), creandose asi nucleos de Au metélico en el interior de

las micelas inversas del alcanotiol.

Después del paso de la reduccién con el borohidruro y, una vez preparadas
las AuNPs, es necesario su lavado para eliminar los restos de reactivos
utilizados en la sintesis, especialmente de moléculas del alcanotiol libre. A tal
fin, se reduce el volumen de tolueno en un rotavapor. Hecho esto, el sélido de
color oscuro formado por las particulas es dispersado en etanol durante treinta
minutos y se sonica durante un minuto. El etanol permite, por su polaridad, la
disolucién de las moléculas de tiol pero a la vez no forma suspensiones
estables de las AuNPs. Al centrifugar esta mezcla, las AuNPs precipitan y se
desecha el sobrenadante. Este proceso debe repetirse al menos 3 veces mas
para eliminar la maxima cantidad posible de tiol libre. Por ultimo, las AUNPs se
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dejan secar bajo corriente de nitrégeno obteniéndose un polvo de color marrén

oscuro.

La morfologia de las AuNPs sintetizadas asi como su distribucion de
tamafos, se han medido por HRTEM, tal y como se muestra en la Figura 11.32:
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Figura 11.32. HRTEM (a) Funcion de distribucion de tamafios (b) imagen TEM de alta resolucion
de AuNPs protegidas con nonanotiolato (NT), utilizando una relacion RSH:Au de 2:1, de

diametro promedio <D> = 3,0 + 0,9 nm. (c) Espectro UV-Visible.

Adviértase, en cualquier caso, que el comportamiento del pico de absorcion
de plasmodn en el espectro de las AuNPs registrado en hexano, fig. 11.32c, esta
en concordancia con lo que se ha observado para AuNPs de reducidas

dimensiones.*
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11.3.4. AuNPs sobre HOPG

Los sustratos de HOPG modificados con AuNPs se han preparado por
inmersion de los sustratos sin modificar, recién exfoliados, durante 24 horas, en
una disolucion 2 mg/ mL de las AuNPs recubiertas de alcanotiol, nonanotiol
(NT) o dodecanotiol (DT), TAUNPs, en hexano.® Transcurridas las 24 horas de
incubacion, las muestras fueron repetidas veces lavadas en hexano y dejadas
secar en atmosfera de nitrogeno. La cantidad de TAuNPs adsorbidas depende
del tiempo de inmersion y de la concentracion y se ensamblan sobre el plano
basal del HOPG formando capas conectadas eléctricamente con el sustrato. La

morfologia de las mismas se exhibe en la Figura 11.33:
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Figura 11.33. Imagenes 3D AFM en modo resonante de 1,0 x 1,0 pm2 mostrando islas de

AuNPs sobre HOPG: (a) antes y (b) después de la electrodesorcién de DT.

La electrodesorcion reductiva del recubrimiento de tiol de las AUNPs permite
liberar alrededor del 90% de las NPs presentes en la superficie de grafito a la
soluciébn acuosa. Las restantes AuNPs, ya libres del recubrimiento de
alcanotiol, fig. 11.33b, forman islas de NPs muy estables que ademas son

electroquimicamente activas.>!
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II.4. Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)

La teoria del funcional de densidad, DFT, es una aproximacion al célculo de la
estructura electronica de atomos y moléculas que ha adquirido gran relevancia
en el estudio de la fisicoquimica de superficies. A menudo, los resultados
experimentales obtenidos por SPM, en particular por STM, no son sencillos de
interpretar. En este sentido, las simulaciones tedricas permiten establecer un
nexo de unién entre las imagenes obtenidas por STM y la topografia superficial

y la estructura electronica de la muestra.

Todos los célculos de la presente tesis fueron realizados en el marco de la
teoria del funcional de la densidad (DFT) con condiciones periddicas,
empleando pseudopotenciales PAW (proyector conservante de la norma) que
permite describir el efecto de los nucleos y electrones internos sobre los
electrones de valencia y un conjunto base de ondas planas para los electrones
de valencia. El funcional utilizado para el calculo de la energia de intercambio y
correlacion fue el de Perdew-Wang 91 (PW91) dentro de la aproximaciéon del
gradiente generalizado (GGA). El criterio de corte de energia para las ondas
planas fue de 450 eV. Para la integracion del espacio reciproco se utilizé una
rejilla (5x5x1) de puntos k generados mediante el algoritmo de Monkhorst-
Pack. La minimizacion de energia (relajacion de la densidad electronica) para
una configuracién nuclear dada fue realizada utilizando un esquema de
iteracion de Davidson. Para minimizar efectos de polarizacion causados por la
asimetria de las celdas se aplico la correccibn de dipolo. EI cédigo
computacional empleado en todos los céalculos ha sido el de VASP( Vienna Ab
initio Simulation Package) v.5.2.11.%

El estudio de la superficie de un sdlido se realiza mediante el modelo de slab
en el que a lo largo de la direccion z se crea una region de vacio lo
suficientemente grande como para evitar interacciones entre un slab y su
réplica en esa direccion del vacio . En este estudio se ha empleado un slab de

cuatro capas de metal y un vacio de ~12 A, Figura 11.34:

e
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Figura 11.34. Modelo de slab utilizado para representar la superficie metélica y el vacio. La
supercelda es repetida en las 3 direcciones del espacio.

Las posiciones atémicas de las dos capas metdalicas inferiores se han
mantenido fijas en el valor optimizado del pardmetro de red calculado para el
Au masivo que fue 4,18 A. Mientras, las 2 capas de metal restantes asi como
todas las posiciones atomicas del adsorbato se han dejado relajar sin

restricciones. El adsorbato se colocé Unicamente en uno de los lados del
bloque.

La celda unidad empleada en los célculos fue una superred (5 x 3V3) del
Au(111). Los calculos de los tetrameros aislados se han llevado a cabo en una
stpercelda con longitudes laterales de (20 A x 20 A x 10 A).

Es bien conocido que las fuerzas de largo alcance de van der Waals juegan
un papel relevante en las interacciones entre moléculas organicas y superficies
metalicas. Por lo tanto, en los sistemas estudiados en esta memoria han de
tenerse en cuenta. Con objeto incorporar tales interacciones se ha utilizado la
correccion empirica al DFT propuesto por de Grimme, D2-DFT.** También se

han realizado célculos sin la correcciéon de vdW para evaluar la influencia de
estas interacciones.
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La energia de adsorcion, E,gs, de los tetrameros se define por la siguiente

expresion:

Eads — [ETetrémero/Au _ EAu _ ETetrémero] (13)

Donde ETerameroAu pAu y, pretamere ogresentan la energia total del sistema, la
energia de la superficie y la energia de los tetrAmeros, respectivamente.
NUmeros negativos implicarian un proceso exotérmico de adsorcion con
respecto a la superficie libre y al tetrdmero aislado originado durante el proceso

de adsorcion.
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lll. OBJETIVOS

os objetivos de la presente tesis se centran en la preparacion por via
Lelectroquimica de materiales electrodicos de gran estabilidad,
conductividad y, presumiblemente, con alta actividad electrocatalitica a partir de
la inmovilizacion de moléculas bioactivas de eumelanina sintética. Se pretende,

por tanto, desarrollar los siguientes estudios:

e La electroformacion de bio-peliculas ultradelgadas y nanoestructuradas

de melanina sobre diversos sustratos conductores y semiconductores.

eLa determinacion y caracterizacion de la morfologia, composicion
quimica y propiedades fisicoquimicas de tales peliculas asi como de sus

propiedades eléctricas y magnéticas.

e La evaluacion de su actividad electroquimica y electrocatalitica frente a

reacciones rédox de interés bioquimico.
¢ Generacion de fotocorriente en peliculas de melanina sobre Au(111).

Dichas experiencias se han llevado a cabo mediante la combinacién de un
vasto conjunto de técnicas que incluyen la microscopia de efecto tunel (STM),
microscopia de fuerzas atdbmicas (AFM), microscopia de fuerzas magnéticas
(MFM), las técnicas electroquimicas convencionales y las espectroscopias
Auger (AES), difraccion de rayos X (XRD), de dispersién de energia de rayos X
(EDX), fotoelectronica de rayos X (XPS) y de absorcion de rayos X (XANES y
EXAFS).

Los objetivos que se persiguen son el desarrollo de nuevos métodos para la
inmovilizacién de material biolégico y su aplicacién para desarrollar dispositivos
bio-sensibles, asi como la preparacién por via electroquimica de superficies
poliméricas nanoestructuradas de caracteristicas definidas para su empleo en

electrocatalisis.

En el laboratorio de Nanoscopias y Electroquimica del departamento de
Quimica Fisica de la Universidad de La Laguna se vienen desarrollando, desde

hace varios afios, diversas lineas de investigacibn en donde se combinan
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técnicas nanoscopicas (AFM y STM) con las distintas técnicas electroquimicas.
Estas ultimas han demostrado ser una alternativa sencilla y asequible capaz de
fabricar, a bajo coste y a temperatura ambiente, materiales nanoestructurados
con formas, tamafios y composiciones altamente controladas.™? Al mismo
tiempo la investigacion en interfases liquido/ soélido mediante técnicas
nanoscopicas puede llevarse a cabo bajo condiciones de control
electroquimico. A través del potencial eléctrico se puede conseguir un control
excelente de la interfase electrodo/ disolucién®* lo cual ofrece la enorme
ventaja de poder estudiar in situ los fenOmenos propios de esta interfase
electrodo/disolucion. Todas estas areas en donde coinciden técnicas
nanoscopicas y técnicas electroquimicas son de un especial interés para
nosotros y pueden ser considerados estudios dentro de lo que se ha dado en

denominar en los ultimos afios como Nanociencia.>”’

Los materiales nanoestructurados desarrollan determinadas caracteristicas y
propiedades en un grado muy superior a los mismos materiales preparados por
via convencional. Si a ello afiadimos que dicho materiales sean de naturaleza
bioactiva o biosensible, el interés sobre la investigacion en dichos sistemas es
de méaxima actualidad. El uso de las microscopias AFM y STM en biomateriales
y en sus posibles aplicaciones tecnoldgicas, estd sometido desde hace varios
afios a un fuerte desarrollo que va mucho mas all4 de lo que es una mera
descripcion y/ o medida de la topografia de la superficie, para convertirse en
una herramienta fundamental en el estudio de la estructura, las propiedades, la

dindmica y la manipulacion de superficies e interfases biosensibles.®®

La presente tesis pretende ampliar los estudios ya realizados a nuevos
campos y aplicaciones que nos parecen de gran interés tanto cientifico como
tecnolégico y que podemos resumir en la siguiente linea basica: el estudio
sobre la preparacién, caracterizacién, evolucion y aplicaciones de

peliculas de melanina soportadas sobre diversos sustratos conductores.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. SINTESIS ELECTROQUI'I\/IICA DE PELICULAS DE MELANINA SOBRE
Au

En este primer capitulo se procederda a la descripcion del meétodo
electroquimico desarrollado para el crecimiento potenciostatico de

depdsitos nanoestructurados

—Au(111)

de melanina sobre

monocristales de Au(111). Se

mostrara que es posible
preparar electroquimicamente
peliculas continuas y ,.\(if(
ultradelgadas de melanina ~° !
sobre Au a partir de
soluciones  alcalinas  del felanina-hierre
biopolimero. Con la finalidad

de obtener un profundo conocimiento tanto de la estructura, composicion
quimica, propiedades fisicoquimicas y de los procesos de autoensamblado de
los electrodepdsitos fabricados, asi como de su actividad electrocatalitica, se
hard uso de las microscopias de efecto tunel y de fuerzas atomicas, de
técnicas espectroscépicas como Auger, XPS y XANES y de las metodologias

electroquimicas convencionales.

IV.1.1. Antecedentes

Como ya se ha dicho, las melaninas constituyen una importante clase de
biopolimeros que estan presentes en diferentes estructuras dentro del mundo
animal y vegetal.! Estos polimeros poseen propiedades fisicoquimicas muy
interesantes que guardan una estrecha relacion con su actividad bioldgica. Asi,
desarrollan funciones muy variadas que van desde la fotoproteccion?, el
comportamiento como semiconductor,® la complejacién de iones metalicos* y la
amortiguacién de la actividad de radicales libres.! Ademas, en los Ultimos
tiempos, se ha descrito la actividad electroquimica de diferentes tipos de

melaninas adsorbidas sobre distintas superficies electrédicas.®> Por todo ello,
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las melaninas resultan muy atractivas desde el punto de vista de la ciencia de

materiales.

La modalidad de melanina mas ampliamente extendida es la eumelanina
que esta compuesta por especies moleculares derivadas del acoplamiento de
dos monomeros: 5,6-dihidroxiindol (DHI) y 5,6-dihidroxiindol-2-acido carboxilico
(DHICA) que proporcionan diversos grupos funcionales como potenciales
agentes quelantes para cationes metalicos como son los grupos hidroxilo,
carbonilo, catecol, quinona y semiquinona.®’® A pesar de los esfuerzos
realizados hasta el momento, la estructura quimica secundaria de las
eumelaninas y los detalles de su ensamblado en tres dimensiones permanecen
aun bajo debate. Por contra, si que existen evidencias significativas de que la
melanina esta formada por pequefias particulas de talla nanométrica, de entre
10 y 20 nm, que se agregan dando lugar a la formacioén de granulos de mayor
tamafio, en torno a 150 nm de diametro, aproximadamente.® El modelo mas
comunmente aceptado, en lo concerniente al modo en el que se estructuran
estos biopolimeros, defiende que la eumelanina polimeriza dando lugar a
pequefios oligdmeros (formados por pocos monémeros de DHI y DHICA) que
se ensamblan entre si por medio de un apilamiento gobernado por

interacciones tipo Tr-1r de los anillos aromaticos.®

La melanina es capaz de atrapar cantidades significativas de cationes
metélicos tales como Ca, Mg, Cu, Al, Zn y Fe.* De hecho, estudios recientes
demuestran que, en la neuromelanina presente en la Substantia Nigra del
cerebro humano, el hierro aparece cominmente asociado a este pigmento.*
Desafortunadamente no se conoce demasiado acerca de los posibles estados
de agregacion del Fe presente en las melaninas.™* Pese a ello, se ha podido
establecer que, en el caso de pacientes con Parkinson, la muerte neuronal esta
acompafiada por un elevado nivel de hierro y una pérdida de neuromelanina.*?
Se ha propuesto que la saturacion de i6n hierro en la neuromelanina
desemboca en la existencia de este catibon metalico no enlazado en las
neuronas de la Substantia Nigra, que seria capaz de catalizar reacciones no
enzimaticas que generan especies oxigenadas radicalarias que podrian inducir

la muerte celular. De hecho, la peroxidacion lipidica en la Substantia Nigra se
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relaciona cominmente con la enfermedad de Parkinson.'® Existen en la
bibliografia varios ejemplos de sistemas ion metalico-melanina que presentan
actividad peroxidasa de forma que promueven la formacion de estas especies
oxigenadas altamente reactivas.'* Por todo lo mencionado, parece claro que
seria importante evaluar dicha actividad peroxidasa para el sistema hierro-

melanina.

Es bien conocido que el peroxido de hidrégeno es producido en ambientes
celulares bajo una gran variedad de circunstancias. Asi, los linfocitos activados
liberan peréxido de hidrégeno como parte de un mecanismo oxidativo con fines
antibiéticos.'® Se ha descubierto que la velocidad de eliminacién del peréxido
de hidrégeno mitocondrial esta ampliamente relacionada con la esperanza de
vida o edad fisioldgica de los organismos.'® En este contexto, resulta de
especial interés poder desarrollar métodos que permitan detectar y cuantificar

la cantidad de peréxido de hidrogeno presente en organismos Vvivos.

El estudio de las propiedades electrocataliticas de moléculas organicas que
contienen al i6n Fe(lll) ha generado un considerable interés en los ultimos
anos. En particular, las ftalocianinas y porfirinas de Fe(lll) juegan un papel
crucial en determinadas funciones bioldgicas tales como la transferencia de
carga, el transporte de oxigeno y la catélisis de procesos de incorporacion de
oxigeno a otras moléculas. En estos materiales las propiedades cataliticas
estan altamente relacionadas con la presencia de iones hierro enlazados al
material organico.!’ De hecho, porfirinas de Fe electropolimerizadas sobre oro
han sido caracterizadas a nivel molecular y se han estudiado ampliamente sus
propiedades electroquimicas Yy electrocataliticas en relacibn a la
electrorreduccién de oxigeno y de peréxido de hidrégeno.*® En contraste, las
melaninas, que contienen al i6n Fe(lll), y que podrian ser materiales
potencialmente importantes en electrocatalisis y bioelectrocatalisis, no han sido

tan profundamente estudiadas.

Resulta, por tanto, de especial interés, alcanzar una mayor comprension
acerca de los estados de agregacion de las especies de hierro en las
melaninas. Hasta la fecha, el sitio de enlace del Fe(lll) en las melaninas ha sido

Capitulo IV

Pagina 1 0 7



Pagina 1 O 8

Tesis Doctoral

Resultados y Discusién

examinado por diferentes técnicas®'**°

y , en general, se puede concluir que el
Fe(lll) esta predominantemente ligado a la melanina por medio de grupos
hidroxilos fendlicos formando complejos de alto spin de tetra a

hexacoordinados con simetria rombica u octaédrica distorsionada.

Las melaninas podrian ser también importantes desde el punto de vista de la
electroquimica. De hecho, ya se han descrito dispositivos basados en
melaninas para el almacenamiento de energia eléctrica.?’® También se ha
propuesto el uso de biopolimeros como la melanina en aplicaciones
optoelectrénicas y de fotovoltaica.?* Por lo tanto, se puede considerar a las
melaninas como un material mas que interesante, con una amplia ventana de
posibles aplicaciones tecnoldgicas en el desarrollo de dispositivos electrénicos,
fotoactivos, de almacenamiento de energia y biosensores.

En este sentido, nuestro grupo de investigacion ha descrito recientemente un
novedoso método encaminado al autoensamblado electroquimico de peliculas
de melanina sobre Au(111) a partir de soluciones acuosas de eumelanina
sintética.?> A diferencia de otros métodos electroquimicos que implican la
oxidacién de monémeros,® estos dep6sitos se obtienen mediante polarizacion
catodica en soluciones alcaninas de melanina. En este caso, la melanina se
autoensambla bajo control potenciostatico dando lugar a estructuras analogas
a las que se han descrito en la bibliografia para las melaninas naturales. Por lo
tanto, estas peliculas pueden ser utilizadas como sistemas biomiméticos con
objeto de ser sometidos a estudios de diferente naturaleza. En concreto,
aguellos relacionados con sus propiedades electroquimicas ofrecen un impacto
potencial en areas de la ciencia que se extienden desde la biologia a la

nanotecnologia.

IV.1.2. Preparacion y caracterizacion fisicoquimica de peliculas de

melanina sobre Au(111)

La manipulacion e inmovilizacion de depoésitos de melanina sobre sustratos
conductores es interesante desde la perspectiva de sus potenciales
aplicaciones tecnolégicas y para el conocimiento de sus propiedades rédox,

cuestidén ésta de maxima relevancia para investigar algunas de las importantes
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propiedades que expresan las melaninas en los seres vivos. Ademas, también
permitiria alcanzar una mayor comprension acerca del proceso de auto-
organizaciobn de las melaninas naturales. Sin embargo, la preparacion de
peliculas de melanina no pasa por ser una tarea facil ya que a la baja
solubilidad que ofrece dicho pigmento en soluciones acuosas hay que unirle su

alta estabilidad quimica y su heterogeneidad estructural.

Por tanto, hasta la fecha, se habian preparado depédsitos de melanina sobre
diferentes sustratos como mica, grafito pirolitico altamente orientado (HOPG),
Au y Si, por spin-coating®® o por evaporacién a partir de disoluciones de este
biopolimeros en diferentes solventes.>® De hecho, los primeros intentos,
llevados a cabo por parte de este grupo de investigacién, de manipular de
forma controlada la melanina fueron realizados por evaporacién de soluciones
de eumelanina sintética a partir de distintos disolventes (agua, metanol, etanol,
hexano, tolueno, etc.) sobre diferentes sustratos (oro, HOPG y mica). En la

Figura IV.1.1 se muestra un ejemplo de evaporacion de melanina sobre mica.

Figura IV.1.1. Imagenes de AFM obtenidas tras la evaporacién sobre mica de 0,025 mL de

disolucién metanélica de melanina 0,0066 g L™: (a) 20m X 20zm y (b) 5um X 5um.

Sin embargo, por medio de esta metodologia no fue posible controlar ni el
tamafio de particula ni la morfologia de los depédsitos. Ademas y todavia mas

significativo, la respuesta voltamétrica de estos depodsitos de melanina,
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obtenidos por evaporacion, resulté inexistente en todos los casos comentados.

Ya mas recientemente se han descrito métodos mas sofisticados
consistentes en la oxidacion de 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina y posterior
evaporacién sobre sustratos de silicio.”® Sin embargo, los procesos de
evaporacion como los referidos dan lugar habitualmente a peliculas poco
homogéneas y discontinuas, con estructuras y propiedades fisicoquimicas poco

reproducibles.

Para evitar los inconvenientes descritos en los casos anteriores, en los
altimos tiempos, se ha recurrido a la electroquimica para preparar peliculas
analogas a la melanina, por ejemplo, por electrooxidacion de DHI sobre carbén
vitreo.?P14426 No obstante, la relacion entre tales peliculas preparadas a partir
de DHI y las melaninas no esta suficientemente bien definida, especialmente
en lo que se refiere a la estructura de las peliculas y a su comportamiento
rédox. En esta misma linea de actuacion, Meredith y colaboradores han llevado
a cabo la sintesis de peliculas de derivados de melanina sobre ITO a partir de

un método galvanostatico por electrooxidacion de L-dopa.>®

Dada la extrema complejidad de las diversas melaninas presentes en la
naturaleza asi como las dificultades que ofrece su aislamiento a partir de
medios naturales, nos hemos centrado en la preparacion de peliculas de
eumelanina sintética sobre distintos sustratos, por medio de varios métodos
(evaporacion y electroquimico potenciostatico), con objeto de poder
caracterizar estas peliculas por voltametria ciclica, microscopia de efecto tunel
y microscopia de fuerzas atébmicas y magnéticas Yy, también, por
espectroscopias Auger, XPS y XANES. Este biopolimero sintético se obtiene
por oxidacion de tirosina, dopa, DHI o DHICA, bien enzimatica (tirosinasa,

peroxidasa), bien quimica (Ks[Fe(CN)g]).*

La eumelanina sintética se disuelve facilmente en disoluciones acuosas de
NaOH 0,1 M. En principio se podria considerar que los resultados obtenidos a
pH 13 son dificiimente extrapolables a la hora de estudiar el comportamiento de
la melanina en los seres vivos (la melanina ejerce su actividad, por tanto, a pH

fisiol6gico). Sin embargo, también es cierto que, en los microambientes
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celulares en los que la melanina desarrolla su accion tampon frente a agentes
oxidantes, se alcanzan altas concentraciones de radicales e iones OH’, lo cual
hace que el pH local, en determinadas zonas de intensa actividad celular, sea
mucho mas alto de lo que cabria esperar a priori. Teniendo en cuenta esta
circunstancia, parecia razonable comprobar si el hecho de usar como
disolucién electrolitica de trabajo una solucién alcalina de eumelanina sintética,
alteraba de alguna manera el ciclovoltamograma estabilizado del Au(111)
registrado en NaOH 0,1 M. Ambas respuestas electroquimicas se muestran en
la Figura IV.1.2:

150
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-50
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Figura IV.1.2. Ciclovoltamogramas de Au(111) registrados a 0,2 V s™ en NaOH 0,1 M (en color

negro)y en 0,3 g L de melanina sintética en NaOH 0,1 M (linea roja).

Tal y como se muestra en dicho gréfico, la eumelanina presente en solucion
exhibe un comportamiento electroquimico caracteristico que modifica

significativamente el mostrado por el Au(111).

Dado que a potenciales mas catddicos que el potencial de carga cero del
electrodo de Au(ll1l), esto es -0,4 V,>’ especies aromaticas que poseen
atomos de nitrégeno, como las que incorporarian los oligdmeros de melanina,
quedan adsorbidas como consecuencia de la interaccion de los electrones « de
estos anillos aromaticos, en una disposicion que obliga a la coplanaridad del

anillo sobre el sustrato.?® Pareceria razonable, entonces, proponer un método
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electroquimico potenciostatico para la preparacion de peliculas de melanina
sobre sustratos conductores. En este sentido, resulta de especial importancia
seleccionar el potencial mas adecuado para la electrodeposicién de
eumelanina sobre el electrodo a partir de soluciones alcalinas del biopolimero.
Asi, se realizaron distintas experiencias a diferentes potenciales de adsorcion
comprendidos entre 0,0 y -1,3 V de las que se pudo concluir que cuanto mas
catddico es el potencial aplicado, mayor es la modificacion obtenida en el

voltamograma correspondiente.

En resumen, se pudo comprobar que la eumelanina sintética se adsorbia
sobre el electrodo de Au mediante el proceso electroquimico descrito y que,
ademas, esta adsorcion se veia notablemente favorecida por la aplicacion de
potenciales cada vez mas negativos. Si bien, en la practica, se decidio trabajar
preferentemente a potencial de adsorcion de -1,0 V para evitar entrar en la

zona de evolucion de hidrégeno (HER).

Por tanto, para la preparacion de las peliculas, un electrodo de Au
previamente sometido a calentamiento a la llama (flame annealing) con objeto
de obtener terrazas micrométricas de altura monoatémica en el plano (111), es
ubicado como electrodo de trabajo en una celda electroquimica convencional
de tres electrodos usando como solucion electrolitica 0,3 g/ L de melanina
sintética en NaOH 0,1 M. EIl contraelectrodo es un anillo de Pt y como
referencia se emplea un electrodo de Ag/ AgCl. En estas condiciones, se aplica
al electrodo de Au(111) un voltaje de -1,0 V durante diferentes tiempos de
adsorcion, t,. Es importante aclarar que, una vez se ha extraido el electrodo
modificado de la celda, éste es aclarado primero con NaOH 0,1 M para retirar
los restos de eumelanina no adsorbida y después con agua mili-Q para
desplazar posibles restos de NaOH que hayan quedado retenidos en la
pelicula. Tras este procedimiento de lavado, el electrodo se deja secar durante
al menos 10 horas en atmésfera de N, antes de llevar a cabo su

caracterizacion por STM.
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IV.1.2.1. Caracterizaciéon por STM y AFM de peliculas de melanina sobre
Au(111)

Hasta la fecha, la estructura macromolecular fundamental de las melaninas, si
es que es posible aplicar este concepto a un material tan heterogéneo como el
que nos ocupa, no ha podido ser inequivocamente establecida.’ Pese a ello, a
mediados de los afios noventa se propuso un modelo de organizacion
estructural basado en una arquitectura supramolecular de las particulas de
melanina.?® Los estudios realizados en los Gltimos tiempos por microscopia de
barrido de electrones (SEM) y por microscopia de barrido de sonda, SPM (STM
y AFM), sobre diferentes muestras de eumelanina, han permitido confirmar la
existencia de al menos tres niveles basicos de organizacion estructural:
granulos de aproximadamente 100-200 nm que estan, a su vez, constituidos
por particulas de talla nanométrica (de entre 10 y 20 nm) y, por ultimo, la
minima unidad estructural registrada, de entre 1-2 nm, constituida a partir de

mondmeros inddlicos.>®°

Este Gltimo tamafio de particula, que se ha podido detectar por STM,?**°

resulta, en cualquier caso, compatible con la presencia de entre cuatro a seis
moléculas monoméricas enlazadas y dispuestas en el plano xy formando
tetrameros o hexameros de estructura plana que, a su vez, se apilarian entre si
a lo largo del eje z por medio de interacciones 1T-1, con una distancia entre
capas analoga a la que se ha podido detectar en el grafito, esto es, 3,4 A, tal y
como se muestra en el Esquema IV.1.1 Es decir, podria tratarse de lo que se
ha dado en denominar “protomelanina” como oligémero basico constituyente de

las eumelaninas.*
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Esquema IV.1.1. Representacion esquematica del modelo de apilamiento de oligémeros
mostrando planos de indoles oligoméricos, apilados en la direccion del eje, separados por una

distancia analoga a la observada entre las hojas de grafito, 3,4 A.

A tenor de lo expuesto, queda mas que justificado el empleo de las SPM con
objeto de poder dilucidar las caracteristicas estructurales y morfolégicas de las

peliculas de eumelanina crecidas electroguimicamente sobre Au.

A tal fin, un electrodo de Au(11l) se sumergid durante 10 minutos a
potencial de circuito abierto (OCP) en una solucién 0,3 g/ L de eumelanina
sintética en NaOH 0,1 M. Durante la inmersion los valores de OCP
permanecieron en torno a -0,15 V. Hecho esto, el sustrato de Au(11l) se
extrajo cuidadosamente de la celda electroquimica, se lavé primero con NaOH
0,1 M y después se enjuagd con abundante agua Milli-Q. Por ultimo, se dejo
secar en corriente de N,. Las imagenes obtenidas por STM, representadas en
la Figura IV.1.3, de la superficie mostraron la presencia de pequefias particulas
aisladas con tamafios comprendidos entre 1,5-4 nm, ver fig. IV.1.3a,
aleatoriamente distribuidas sobre las terrazas monoatémicas del Au(11l). La
altura promedio de las mismas esta en torno a los 0,33 nm, valor similar al

correspondiente a la separacién entre capas del grafito.??
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Figura IV.1.3. (a) Imagen STM 3D de 70 x 70 nm” de la superficie del Au(111) tras inmersion
durante 10 minutos en solucién 0,3 g L™ de melanina sintética en NaOH 0,1 M a OCP. (b)
Seccidn transversal caracteristica mostrando particulas individuales de melanina con tamafios
comprendidos entre 1,5-4 nm sobre la superficie del Au. Las imdgenes STM se obtuvieron con

un potencial bias de 1,0 V y para una corriente tinel de 0,35 nA.

Las dimensiones exhibidas por las particulas de menor tamario, fig. IV.1.3b,
son coincidentes con las descritas en la bibliografia para la molécula de
protomelanina, propuesta como unidad minima estructural de las melaninas,
esto es 1,7 x 1,2 nm?.*° Dado que estas particulas se han podido observar
igualmente en experiencias realizadas por STM in situ en soluciones
electroliticas de HCIO,,? se puede concluir que tales particulas no se forman

como consecuencia del proceso de secado.

Sin embargo, es evidente que en condiciones de OCP no resulta posible
obtener una pelicula continua y uniforme de melanina sobre la superficie del
Au(111l) y, de hecho, sélo se adsorben sobre ésta particulas de reducidas
dimensiones. Por tanto, se decidi6 inducir el crecimiento de la pelicula

Capitulo IV

Péginal 1 5



Pagina 1 1 6

Tesis Doctoral

Resultados y Discusién

mediante la aplicacién de potencial al electrodo.?*?® Asi, cuando el sustrato de
Au(111) es sometido a polarizacion catédica de -1,0 V durante 10 minutos en
una solucién alcalina de eumelanina sintética, tiene lugar, efectivamente, el
crecimiento de una pelicula continua sobre la superficie. En la Figura 1V.1.4 se
muestran las imagenes STM, correspondientes al mencionado electrodepdsito,
que revelan la presencia del depdsito de melanina que cubre el sustrato, fig.
IV.1.4a.

1.500 nm

1,00

Altura/ nm
0
{
S
|
gl
L

lDiémetro 3,32nm 4,57 nm ‘

-1,00

0 25,0 50,0 75,0

Distancia/ nm

Figura IV.1.4. (a) Imagen STM 3D de 70 x 70 nm? de la superficie del Au(111) tras inmersion
durante 10 minutos en solucién 0,3 g L™" de melanina sintética en NaOH 0,1 M a -1,0 V. (b)
Seccion transversal caracteristica mostrando particulas individuales de melanina con tamafios
comprendidos entre 2-5 nm sobre la superficie del Au. Las imagenes STM se obtuvieron con un

potencial bias de 1,0 V y para una corriente tunel de 0,35 nA.

En este caso, las terrazas triangulares monoatémicas del Au(111) aparecen

cubiertas por una pelicula ultradelgada de melanina formada por particulas de
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talla nanométrica cuyas dimensiones varian entre los 2-5 nm, fig. IV.1.4b.

El aumento en el tiempo de adsorcion en un orden de magnitud trajo como
consecuencia la formacién de peliculas mas continuas y compactas,
constituidas a su vez por agregados de mayor tamafo que los descritos hasta
ahora. Las imagenes STM que se muestran a continuacion en la Figura 1V.1.5
se han obtenido, tras polarizacion catédica de -1.0 V, para peliculas de
eumelanina sintética de t; = 100 minutos. Estas peliculas, fig. IV.1.5a, exhiben
regiones bien diferenciadas. Por un lado, se aprecian zonas compactas y
homogéneas en las que las particulas de melanina se presentan en un alto
grado de ordenamiento, fig. IV.1.5b. Por otro, existen areas del sustrato con
agregados de particulas de mayor tamafio que las anteriores, distribuidas
aleatoriamente, que configuran una pelicula tridimensional sobre las capas

ordenadas subyacentes, fig. IV.1.5c.

Figura IV.1.5. Imagenes 3D obtenidas por STM en una pelicula de melanina de t, = 100
minutos sobre Au(111): (a) 300 x 300 nm?, (b) 175 x 175 nm?, region desordenada y (c) 200 x

200 nm?, regién ordenada.

En la Figura IV.1.6 se muestran en detalle una imagen tridimensional, fig.
IV.1.6a, y una seccion transversal representativa, fig. IV.1.6b, obtenidas en las

regiones ordenadas de una pelicula de melanina de t, = 100 minutos. Se
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pueden observar en ella nanoparticulas cuyas dimensiones oscilan entre los 5
y 8 nm en anchura y entre los 0,33 a 1 nm en altura. El tamafio promedio de
tales particulas depositadas en la superficie del sustrato se ve reflejado en la
presencia de un pico maximo proximo a 5 nm en el andlisis 2D de frecuencias,
PSD, fig. IV.1.6¢c. Teniendo en cuenta las dimensiones propuestas para la
protomelanina,® las particulas de entre 5-8 nm, mostradas en la imagen STM,
implicarian entre 12 y 30 unidades de la protomolécula basica. Por otro lado,
los valores de las alturas de una cantidad apreciable de nanoparticulas, es
decir, 1 nm = 3 capas, flechas rojas en fig. IV.1.6b, se muestran
razonablemente compatibles con lo que cabria esperar para apilamientos de
anillos aromaticos dispuestos paralelamente sobre la superficie del Au(111), de

acuerdo a lo que se ha descrito previamente en la bibliografia.*
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Figura IV.1.6. (a) Imagen 3D obtenida por STM a partir de una pelicula de melanina de t, = 100
minutos sobre Au(111). (b) Seccién transversal caracteristica mostrando particulas individuales
de melanina con tamafios comprendidos entre 4-8 nm sobre la superficie del Au. (c) Andlisis 2D
de frecuencias, PSD, de la imagen. Las imagenes STM se obtuvieron con un potencial bias de

1,0 V y para una corriente tanel de 0,35 nA.

Esto ultimo adquiere una relevancia mas que notable si se tiene en cuenta
que algunas de las propiedades mas significativas de las melaninas pueden
quedar convenientemente justificadas en la base de que ésta se estructura a
partir de un apilamiento de oligdmeros dando lugar a placas conectadas entre
si por medio de interacciones T-Tm entre anillos arométicos de placas

consecutivas.®*3!
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Las imagenes STM de alta resolucion que se muestran en la Figura 1V.1.7,
obtenidas en las regiones ordenadas de una pelicula de t, = 100 minutos,
mostraron que las unidades de menor tamafio presentes en la pelicula, de
entre cinco y ocho nanémetros de ancho por entre 0,3 y 1 nm de altura, forman,
por un proceso de autoensamblado electroquimico, agrupaciones ordenadas
que reproducen aproximadamente la topografia del Au(111), fig. IV.1.7a. Esto

altimo también puede apreciarse en términos de la distribucién hexagonal

compacta que adquieren dichas nanoparticulas de melanina sobre el sustrato,
fig. IV.1.7b.
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Figura IV.1.7. Imagenes 3D obtenidas por STM en la regidon ordenada de una pelicula de
melanina de t; = 100 minutos sobre Au(111): (a) 90 x 90 nm? y (b) 35 x 35 nm?.

En estas zonas confluyen, por tanto, dos érdenes de corto alcance, es decir,
por un lado se aprecia la tendencia de las nanoparticulas de eumelanina a

formar filas paralelas de mayor o menor longitud y, por otro, un cierto orden tipo
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hexagonal compacto mas o menos distorsionado.

Por ultimo, en la Figura 1V.1.8 se puede apreciar, en aquellas areas de las
peliculas con escaso orden, fig. IV.1.8a, la presencia de nanoparticulas de
melanina que exhiben un mayor tamafio que las mostradas en la fig. IV.1.6. De
hecho, las dimensiones de tales particulas se extienden desde los 7 hasta los
15 nm, fig. IV.1.8b.
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Figura IV.1.8. (a) Imagen 3D obtenida por STM a partir de una pelicula de melanina de t, = 100
minutos sobre Au(111). (b) Seccién transversal caracteristica mostrando particulas individuales
de melanina con tamafios comprendidos entre 7-15 nm sobre la superficie del Au. (c) Analisis
2D de frecuencias, PSD, de la imagen (c). Las imagenes STM se obtuvieron con un potencial

bias de 1,0 V y para una corriente tinel de 0,35 nA.
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En relacion a esto, la PSD, fig. IV.1.8c, muestra un maximo bien definido que
sitla el tamafio promedio de las particulas presentes en estas zonas en torno a
los 9-10 nm. Ademas, el andlisis exhaustivo realizado sobre imagenes de
campos reducidos, registradas en dichas regiones, permite extraer
conclusiones interesantes acerca de la morfologia de los granulos de melanina
presentes en las mismas. Asi, en la Figura 1V.1.9 se pone de manifiesto la
estructura fina de tales granulos que parecieran estar formados por
nanoparticulas de alrededor de 2 nm, esto es, por particulas de

protomelanina.??

nm

4.000

Figura 1V.1.9. Imagen 3D de 35 x 35 nm’ obtenida por STM en una de las regiones

desordenadas de una pelicula de melanina de t, = 100 minutos sobre Au(111).

AuUn resulta posible obtener peliculas mas compactas que las mostradas
hasta ahora incrementando el t, hasta los 300 minutos. En la Figura 1V.1.10 se
han representado imagenes obtenidas por STM a partir de estas peliculas.
Adviértase la presencia de zonas donde se acumulan granulos de gran tamafio,
de entre 30-50 nm de ancho, fig. IV.1.10a. En este caso, la estructura de los

objetos de mayores dimensiones, fig. 1V.1.10b, constituidos por nanoparticulas
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de entre 4-8 nm, se pudo confirmar tras el lavado acido de la pelicula, fig.
IV.1.10c. De hecho, algunos de los granulos y nanoparticulas que cubrian la
superficie del Au en la fig. IV.1.10b desaparecen tras la inmersion en la
solucion éacida, dejando asi parte de las terrazas triangulares del Au(111)
perfectamente visibles. Igualmente estas imagenes reflejan el espesor de

escala nanométrica de estas peliculas.

50 nm
38 nm

26.5 nm

m
03 4"

Figura 1V.10. Imagenes 3D obtenidas por STM en una pelicula de melanina de t, = 300 minutos
sobre Au(111): (a) 800 x 800 nm?, (b) 400 x 400 nm? y (c) 400 x 400 nm” tras lavado &cido en
H,S0O, 0,1 M durante 5 minutos.

Por todo lo comentado, las caracteristicas morfolégicas de las peliculas no
pueden atribuirse exclusivamente al proceso de electrodeposicion dado que
éstas exhiben una estructura analoga a la que se ha descrito para las

melaninas naturales.??
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IV.1.2.2. Caracterizacion por AES y XPS de peliculas de melanina sobre
Au(111)

Tomando en consideracion la gran heterogeneidad que ofrecen las diferentes
melaninas y conocida su capacidad de atrapar cantidades significativas de
iones metalicos, se planteo la necesidad de dilucidar la composicion quimica de
estas peliculas de melanina sintética electrodepositadas sobre Au. A tal fin se
recurrio a la espectroscopia Auger (AES). Esta técnica constituye una poderosa
herramienta para poder conocer la composicion elemental superficial de

diversos materiales.

En este sentido, se han representado en la Figura 1V.1.11 los resultados de
las medidas registradas por AES sobre diferentes depdésitos de melanina. Asi,
en la fig. IV.1.11a se muestra el espectro Auger caracteristico obtenido para
una pelicula de melanina de t, = 100 minutos. Dicho grafico muestra las
sefales caracteristicas de una pelicula organica (C, N y O), con una relacién
N/ C entre 0,15y 0,18, similar a la que se ha descrito para diferentes clases de
melaninas.®! Ademas de las sefiales comentadas, también aparecen tres picos
entre 600 y 750 eV que corresponden a especies de Fe. En la fig. IV.1.11b se
puede ver el espectro obtenido después de sumergir la muestra anterior
durante 1 minuto en disolucion 0,1 M de H,SO,. Por su parte, en la fig. IV.1.11c
se recoge el espectro AES obtenido a partir de una pelicula de melanina de
mayor espesor, esto es t, = 16 horas. Por ultimo, el espectro de la fig. IV.1.11d
corresponde a una pelicula formada por evaporacién desde una disolucion
metandlica de melanina. Los resultados mostrados en el grafico indican, por
tanto, la presencia inequivoca de especies de Fe en las peliculas de
eumelanina electrodepositadas sobre Au. Ya los analisis realizados por
absorcién atémica de disoluciones 0,3 g L™ de melanina en NaOH 0,1 M

mostraron que éstas contenian hasta 0,28 ppm de hierro.
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Figura 1V.1.11. Espectro AES de peliculas de melanina crecidas electroquimicamente a
E = -1.0 V a partir de soluciones ¢ = 0.3 g L' en NaOH 0,1 M: (a) t, = 100 minutos, en color
negro. (b) t; = 100 minutos tras lavado acido en H,SO, 0,1 M durante 1 minuto, rojo. (c) t, = 16
horas, verde. (d) Espectro AES de una pelicula de melanina evaporada (a partir de una

disolucion metandlica) sobre Au, en azul. Estan indicadas las sefiales de Au, C, N, Oy Fe.

El grafico de la evolucion de las sefales N/Au y Fe/Au con el tiempo de
adsorcién, que se muestra en la Figura 1V.1.12, refleja fielmente el aumento en
el espesor de la pelicula de melanina. De hecho, se puede observar que, para
tiempos de adsorcion elevados, la sefial del Au va desapareciendo, indicando
asi que el sustrato va guedando completamente cubierto por la pelicula

organica del biopolimero.
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Figura 1V.1.12. Evolucién de las sefiales Auger con el tiempo de electroadsorcion, t,, a E = -1.0
V, a partir de una disolucién de melanina 0,3 g L™ en NaOH 0,1 M. Relacién N/Au vs. t,, en

color negro. Relacion Fe/Au vs. t,, rojo.

Para peliculas suficientemente gruesas, fig. 1V.1.11c, donde la sefal del Au
no interfiere, los espectros Auger exhiben una sefal caracteristica a baja
energia, Fe MVV a 55 eV, tipica del Fe unido a oxigeno.* La relacién Fe/N que
se extrae de los espectros AES para las peliculas de melanina formadas sobre
Au es préxima a 3, valor éste que excede ampliamente el observado en la
bibliografia para el Fe enlazado al material organico en las melaninas
naturales.’™® Se conoce que la maxima relacién Fe/N que cabria esperar para
melaninas soélidas es proxima a 0,25. Incluso, la relacion Fe/N para la pelicula
de eumelanina evaporada, fig. IV.1.11d, es de aproximadamente 0,75, es decir,
es siempre inferior a la unidad. Estos resultados indican claramente que,
mientras tiene lugar la formacion de las peliculas de melanina, se produce un
notable enriquecimiento en Fe procedente de la disolucion. Resulta razonable
asumir que, durante el proceso de autoensamblado electroquimico de las
peliculas, determinadas especies de Oxido de hierro podrian quedar
electroadsorbidas y almacenadas en la propia pelicula de melanina. De hecho,
es bien conocido que es posible sintetizar particulas de 6xidos de hierro por co-
precipitacion de Fe(ll) y Fe(lll) en soluciones de NaOH.*® Esto podria explicar la

menor presencia de especies de Fe-O en la pelicula de melanina obtenida por
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evaporacion.

También se han obtenido evidencias de la presencia de especies de 6xido
de Fe a través del analisis de los resultados registrados tras tratamiento acido
de peliculas de melanina soportadas sobre Au. De hecho, después de sumergir
la pelicula durante un minuto en H,SO,4 0,1 M, las sefiales de Fe practicamente
desaparecen, la de O se reduce bastante y las de C y N practicamente
permanecen inalteradas. Esto se traduce en que las especies de 6xidos de Fe
se han disuelto selectivamente en medio &cido. Esto constituye una clara
indicacion de que ha tenido lugar el depdsito de especies de 6xidos de Fe

durante la formacion de la pelicula.

Adicionalmente a todo lo anterior, también se han llevado a cabo medidas de
XPS de estos electrodepdsitos de melanina sobre Au(111). En la Figura 1V.1.13
se han representado los resultados obtenidos para las sefiales de Fe 2py N 1s,

fig. IV.1.13a y IV.1.13b, respectivamente.

ra Fe 2p

Cuentas /u.a.
Cuentas / u.a.

730 725 720 715 710 705 408 406 404 402 400 398 396 394
Energia de Enlace / eV Energia de Enlace / eV

Figura 1V.1.13. Espectros XPS: (a) sefial Fe 2p para peliculas de melanina sobre Au(111)
electrodepositada de t, = 100 minutos, en color rojo, y evaporada en color negro; (b) sefial de N
1s para melanina en polvo evaporada sobre Au(111), en color negro y para peliculas de

melanina de t, = 100 minutos sobre Au(111), en color rojo.

Los datos mostrados en la fig. 13a, donde el electrodepdsito exhibe las
sefales tipicas del Fe 2p, confirman el enriquecimiento en especies de hierro
durante el crecimiento electroquimico de las peliculas de melanina. Mas
interesante aun son los resultados correspondientes a la sefial de N 1s:
mientras que en la pelicula evaporada se detectan las tres componentes

caracteristicas presentes en las melaninas naturales,® fig. IV.1.13b, en la
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pelicula electrodepositada soélo estan presentes las contribuciones de las
sefales a 400 y 399 eV. Esto es indicativo, por tanto, de una cierta selectividad
frente a las especies de N durante el proceso de formacion de las peliculas.

Mas adelante se retomara esta discusion con mas detalle.

En cualquier caso, a partir de los datos de AES y XPS y por medio de las
sefales de N, C, O y Fe, presentes en los electrodepdsitos, se puede concluir
que el electrodo de Au(111) ha sido modificado exitosamente con el sistema

hierro-melanina por medios electroquimicos.

IV.1.2.3 Caracterizacion por XANES de peliculas de melanina sobre
Au(111)

En este estudio se ha recurrido a la espectroscopia de absorcion de rayos-X,
en concreto a la estructura de absorcion de rayos-X proxima al umbral
(XANES), con objeto de poder dilucidar la naturaleza de las diferentes especies
localizadas tanto en la eumelanina sélida como en las peliculas de eumelanina
autoensambladas electroquimicamente sobre Au(111) y obtener informacion
acerca de la presencia de especies especificas de Fe y sobre sus estados de
oxidacion. De hecho, la espectroscopia XANES puede ser usada como una
técnica cualitativa de huella digital si se emplean muestras patron adecuadas
para la comparacion de espectros. También permite la identificacion de
especies 0 de sitios atdmicos desconocidos, incluso para sistemas diluidos.
Esto es posible debido a la naturaleza del XANES que es sensible a la
configuracion electrénica del atomo absorbente y al arreglo espacial de los
atomos que lo rodean.®* La estructura préxima al umbral en un espectro de
absorcion de rayos-X esta vagamente definida como el rango existente entre la
energia del umbral y el punto en el cual comienza la estructura fina que
aparece por encima del umbral de absorcion de rayos-X (mejor conocido en su
acronimo en inglés, EXAFS) y se extiende entre 50 y 100 eV por encima de

dicho umbral de absorcion de rayos-X.

En este sentido, cabria comentar que se ha publicado recientemente la
utilizacién de los espectros XANES de absorcion del umbral K del Fe para

determinar el estado de oxidacion del Fe en centros de Fe altamente diluidos.*®
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Por tanto, con objeto de poder llevar a cabo una caracterizacion mas
completa de las peliculas de eumelanina crecidas sobre Au(111), se recurrio a
la espectroscopia XANES que permite, principalmente, obtener informacion
acerca de los estados de oxidacion de los elementos que forman parte de la
pelicula. En nuestro caso se pretende determinar la naturaleza de especies
presentes en la melanina soélida asi como en peliculas de eumelanina crecidas
sobre Au(111) para concluir la presencia de especies especificas de hierro y

sus estados de oxidacion.

En la Figura 1V.1.14 se muestran los espectros XANES de muestras de
melanina, eumelanina sdlida y peliculas de eumelanina sobre Au(111) (E =-1,0
V, ta = 24 horas, ¢ = 0,3 g L) y de diferentes compuestos de 6xidos de hierro
tomados como referencia: FeO (Fe*?), Fe;04 (Fe™y Fe*®) y Fe,03 (Fe™). En lo
sucesivo, nos referiremos al estado de oxidacion del Fe como estado de
oxidacion “promedio” toda vez que las experiencias XANES representan un
valor promediado en funcion de la abundancia atémica de cada tipo de Fe en

cada muestra.
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Figura IV.1.14. Espectro XANES de a) pelicula de eumelanina soportada sobre Au(111), E = -
1,0 V, t,= 24 horas, ¢ = 0,3 g L™"; b) melanina sélida; c) FeO; d) Fe;O,; e) Fe,03 y f) Fe
metalico (pelicula). El analisis cualitativo permite una asignacion directa de estados de hierro

en las muestras de melanina por comparacién con 6xidos de hierro de referencia.

Se puede observar que el estado promedio del hierro difiere en la melanina
depositada sobre oro frente al de la melanina sdlida. Ademas existen
correspondencias entre las muestras de melanina y los compuestos de
referencia. En efecto, los datos extraidos del espectro XANES de la melanina
pura exhiben un aspecto general y pre-picos caracteristicos similares a los que
se dan en el Fe,03, ver los espectros b y e respectivamente. Este tipo de
similitudes también pueden observarse entre los espectros correspondientes a
las peliculas de melaninas soportadas sobre Au y el Fe3O4, espectros a y d,

respectivamente.

En general hay que decir que la correspondencia entre muestras y
compuestos de referencia no puede ser completa a causa de la diferente
naturaleza de los materiales, es decir, mientras que en las muestras de
melanina el Fe est4 muy diluido, en los compuestos de referencia encontramos

Fe altamente concentrado en sistemas cristalinos. Ademas, a diferencia de lo
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gue sucede en los 6xidos de Fe, en la estructura propuesta para la eumelanina
sintética, consiste en un &tomo de hierro coordinado a dos pares de atomos de

oxigeno que son parte de dos estructuras tipo o-quinona en la melanina.*?*

Puede observarse la misma tendencia en los aumentos de energia del
umbral K del Fe respecto al Fe metélico, Figura IV.1.15. Las concentraciones
relativas de especies de hierro en peliculas de eumelanina sobre Au(111)
pueden ser estimadas, considerando los espectros XANES, mediante la
medida del aumento de energia en el borde de absorcion, como una
superposicién lineal de sélo dos sitios de absorcién del hierro: Fe™ en Fe;0, y
Fe*® en la melanina. En general, se puede concluir que el hierro en la melanina
sélida es mas similar al Fe,O3 que a cualquier otro 6xido mientras que el hierro
en la pelicula de melanina soportada sobre oro es muy proximo al hierro en la

magnetita.

3.0- Fe,0, 4
Melanina Pura ¢
2.8
#Melaning/Au
264 Fe304

2.4+

Estado de oxidacién promedio de Fe
N
N

N
o
1

/]

2 3 4 5 6 7 8
E-EO/eV

Figura 1V.1.15. Aumentos de energia del umbral K del Fe respecto al Fe metélico (Eo). Los

oxidos de Fe se toman como referencia para calibracion del estado de oxidacion promedio.

En la tabla IV.1.1 se muestran los valores de energia, la relacién Fe*?/Fe*y
las concentraciones relativas estimadas para las especies de Fe. Las

principales especies de hierro presentes en las peliculas de eumelanina
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depositadas sobre Au son compuestos tipo magnetita (aproximadamente en un
80 %) siendo el resto de especies de Fe existentes en la melanina un

componente minoritario (en torno al 20 %).

Posicién del umbral de Relacion Fe™/ Concentracion relativa

Muestra energia/ eV Fe*? FesOu/ %
FeO 7120,6 1 -
FesO,4 7125,0 0,5 100
Fe,O3 7127,3 0 =
Melanina polvo 7127,0 0 0
Melanina/ Au(111) 7125,4 0,37 80

Tabla 1V.1.1. Valores de energia del umbral para los compuestos de referencia y muestras de

melanina. Relacién Fe*?/Fe* y concentracion relativa de especies tipo magnetita.

IV.1.2.4 Caracterizacion por MFM de peliculas de melanina sobre Au(111)

La microscopia de fuerzas magnéticas (MFM) es una técnica de gran utilidad
para el andlisis del comportamiento magnético de los materiales a escala
nanométrica.®’ Por su caracter local, el MFM es complementario a otras
técnicas de caracterizacibn magnética macroscopica como son el
magnetémetro de muestra vibrante (VSM) o el SQUID (superconducting
quantum interference devices). En el caso de materiales nanométricos,
solamente algunas técnicas pueden ofrecer informacion sobre el
comportamiento individual de cada nanoelemento y el MFM es, sin duda, una
de ellas, en la medida en que exhibe una alta resolucion y, ademas, ofrece

informacion relevante acerca del proceso general de magnetizacion.®

En esencia, el MFM es un modo de operacion derivado de la microscopia de
fuerzas atomicas (AFM) que se caracteriza por emplear una punta con un
recubrimiento ferromagnético de CoCr que se hace pasar en dos ocasiones
sobre cada linea de la medida de la muestra. En el primer paso, la punta
registra la topografia de la superficie. En el segundo, denominado modo “lift”, la
punta es elevada una determinada altura constante sobre cada punto de la
muestra. De esta forma resulta posible aislar las interacciones de largo alcance
como pueden ser las de origen magnético de otras, de tipo mecanico, de mas
corto alcance. Asi, las interacciones de tipo magnetostatico (y también

electrostatico, si las hubiere) quedan especificamente registradas.
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En los Ultimos tiempos se han descrito varios casos de moléculas con
propiedades de caracter magnético caracterizadas por MFM.*® Especialmente
interesante es el caso de la referencia [40] donde se depositan discos de
escala nanométrica (35 nm de didmetro por 0,6 nm de alto) de una molécula
puramente organica, polirradicalaria de alto spin, sobre HOPG. Dado que tales
moléculas son paramagnéticas y las medidas se realizaron en ausencia de
campos magnéticos externos, el mecanismo que se ha propuesto para explicar
la deteccion de la respuesta magnética de las mismas considera una
interaccidon atractiva entre la punta, con recubrimiento ferromagnético, y las
moléculas radicales, las cuales son directamente magnetizadas por la propia

sonda cuando se aproxima a la muestra.

En relacion a lo anteriormente expuesto hay que comentar que el
paramagnetismo observado en los granulos de melanina se atribuye a que
contienen una mezcla de diversas especies radicalarias que tienen su origen
en los derivados de orto-semiquinonas y orto-quinonas que constituyen las
melaninas.®® Tomando en consideracién este hecho junto con las dimensiones
de las particulas presentes en las peliculas de melanina, del orden de las

descritas en los ejemplos precedentes,*

se puede concluir que nuestros
electrodepoésitos sobre Au se presentan como un sustrato ideal para su

caracterizacion por MFM.

En esta misma linea de razonamiento se debe comentar que en una
modalidad de eumelanina, la neuromelanina (NM), presente en la Substantia
Nigra (SN) del cerebro medio humano, el hierro aparece cominmente asociado
a este pigmento. De hecho, en el cerebro de pacientes con Parkinson, la
muerte neuronal esta acompafiada por un elevado nivel de hierro y una pérdida

de neuromelanina.

Podemos encontrar en la bibliografia diferentes estudios en los que se
afirma que la NM, desde el punto de vista magnético, presenta caracteristicas
similares a otras proteinas humanas como la ferritina y la hemosiderina** En el
espectro Mossbauer exhibe un acoplamiento del magnetismo de los iones de

hierro que indica una considerable proximidad entre ellos. En dichas moléculas
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de origen proteico y también en la NM,* el metal es almacenado como
matrices de oxo-hidroxido de hierro conteniendo miles de &tomos de hierro.
Esta extensa red se estabiliza por medio de grupos dadores de electrones

pertenecientes a la cobertura proteica.*??

La evidencia patoldgica de la despigmentacion selectiva de las neuronas
mas pigmentadas de la SN sugiere una desproteccion de las células
pigmentadas en la enfermedad de Parkinson. Las investigaciones en
resonancia electronica paramagnética (EPR) confirman que, efectivamente,

existe un acoplamiento magnético de atomos de hierro.

Experiencias anélogas llevadas a cabo sobre diferentes modelos de
melanina sintética-hierro revelaron la presencia de granulos de reducido

tamafio de naturaleza superparamagnética.*?

Las propiedades magnéticas de la NM también han sido puestas de
manifiesto por medio de medidas realizadas por SQUID que permitieron
concluir la presencia de distintos dominios de hierro, de dimensiones variables,

presentes en la NM.*

Considerando ademas que las espectroscopias AUGER, XPS y XANES,
como se ha visto, mostraron la existencia de especies de 6xidos de hierro tipo
magnetita presentes en las peliculas de eumelanina sintética soportadas sobre
oro, resulta mas que razonable recurrir a la microscopia de fuerzas magnéticas
con objeto de llevar a cabo una caracterizacion mas compleja de las
propiedades magnéticas de estas peliculas y de detectar granulos
significativamente ricos en hierro presentes en las mismas. En este sentido, se
debe mencionar que, en los Ultimos tiempos, se ha descrito por MFM la
estructura magnética de composites de nanoparticulas de 6xidos de hierro y
polimeros** y, ademas, se ha podido registrar la sefial MFM correspondiente a

nanoparticulas individuales de 6xido de hierro.*

Asi, la imagen de la izquierda, en la Figura 1V.1.16, es una imagen
topografica obtenida por MFM a partir de un electrodepdsito de melanina sobre
Au(111) de t; = 180 minutos, fig. IV.1.16a. Mientras, la ubicada a su derecha es

su correspondiente imagen de contraste de fase, registrada a 25 nm de
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separacion entre punta y muestra, fig. IV.1.16b, que sélo muestra, en principio,
los dominios magnéticos. El analisis detallado de ambas imagenes, fig.
IV.1.16a y b, permite extraer como principal conclusién la presencia en estas
peliculas de particulas con diferentes caracteristicas magnéticas. Es decir, las
secciones transversales de algunas de estas particulas, fig. IV.1.16 ¢, d y e,
exhiben, en contraste de fase, diferencias apreciables en sus perfiles. Asi, el
contraste de fase magnético correspondiente a la particula ¢ se ajusta a la
siguiente descripcion: ligeramente positivo en los extremos y negativo en el
centro, fig. 1V.1.16c. Por su parte, la particula analizada en la fig. 1V.1.16d
muestra un contraste de fase, inducido magnéticamente, basicamente positivo.
Por ultimo, en la fig. 1V.1.16e se muestra la seccion transversal de dos
particulas adyacentes, siendo cada una de ellas representante de una de las

dos situaciones anteriormente descritas.

Llegados a este punto se hace necesario incidir sobre el hecho de que
conjuntamente a la composicion ionica, la simetria cristalina y la geometria del
cluster, las dimensiones de las nanoparticulas de magnetita (MNPS)
condicionan notablemente sus propiedades magnéticas.*® De hecho, se admite
con caracter general que MNPs de diametros comprendidos entre 30 y 80 nm
son ferromagnéticas y se comportan como monodominios magnéticos
individuales. Por su parte, de MNPs de dimensiones inferiores a los 30-35 nm
se espera un comportamiento mas bien superparamagnético, toda vez que no
poseen volumen suficiente como para albergar un momento magnético
suficientemente estable como para no verse afectado por la energia térmica a
temperatura ambiente.®***® Asi, de forma similar a &atomos y moléculas
paramagnéticas, una matriz de MNPs en estado superparamagnético soélo
exhibirian un momento magnético neto exclusivamente en presencia de un

campo magnético aplicado.*’
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Figura IV.1.16. Imagenes MFM de 600 x 600 nm?: (a) imagen topogréfica y (b) imagen de
contraste de fase (modo lift) de la pelicula de melanina (E = -1,0 V, ¢ = 0,3 g L™, t, = 180
minutos) sobre Au(111). Son visibles granulos de magnetizacién diferente a través de los
diferentes signos e intensidades relativas en el contraste de fase. La altura en el modo “lift” es
de 25 nm.

A tenor de lo expuesto, cabe comentar que se acepta mayoritariamente que,
en el caso de nanoparticulas de magnetita de dimensiones del orden de las
analizadas, éstas exhiben un contraste de fase magnético analogo al mostrado
en la fig. IV.1.16c. Es decir, positivo en los bordes y negativo en el centro de la
particula, como consecuencia de una interaccion esencialmente atractiva entre
punta y muestra.**“*® Por el contrario, el perfil observado en particulas como las
de la fig. 1V.1.16d es atribuido a particulas no magnéticas o de magnetizacion
debil. De hecho, se ha propuesto que, en el caso de las particulas no
magnéticas, este contraste de fase positivo se debe a una interacciéon de origen

electrostatico repulsiva entre la superficie y la punta, igualmente cargadas.*®
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Por tanto, parece evidente que existen campos magnéticos bien definidos
que se concentran en algunos granulos mientras que son bastante débiles en
otros, con independencia del tamafo topografico de los mismos. Resulta
razonable, por tanto, asumir que los granulos, presentes en el electrodepadsito,
gque muestran contrastes de fase esencialmente negativos estan
mayoritariamente formados por nanoparticulas de éxidos de hierro tipo Fe3Og,
ya detectadas por espectroscopia XANES.

Tomando en consideracién que, en general, es dificil aislar la respuesta
magneética debida a nanoparticulas con dimensiones por debajo de 15-20 nm

M,*5%° unido a las dificultades

del limite de ruido térmico en las medidas de MF
que para esta técnica ofrecen las diferencias de altura que se dan entre los
limites de grano en los sustratos de Au(111), se decidié estudiar la respuesta
de las peliculas de melanina de tiempos de adsorcion cortos, de menor tamafio
de particula, directamente sobre Au Arrandee™, es decir, sin el habitual
tratamiento térmico. Asi, en la Figura 1V.1.17 se han representado imagenes
MFM correspondientes a campos significativamente mayores que los que se
mostraron en la figura anterior. La fig. IV.1.17a, topografica, muestra la
superficie granular del Au homogéneamente cubierta por la pelicula de
melanina. Por su parte, la fig. IV.1.17b corresponde al contraste de fase
detectado durante la medida. Por dltimo, la imagen de la fig. IV.1.17c exhibe el
contraste de fase inducido magnéticamente registrado cuando la punta se
eleva hasta 15 nm sobre la superficie de la muestra con objeto de sustraer la

contribucién de las interacciones punta-muestra de més corto alcance.**
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Figura. IV.1.17. Secciones transversales de imagenes MFM de 5,0 x 5,0 umzz (a) imagen
topogréfica, (b) imagen de contraste de fase y (c) imagen de contraste de fase (modo ‘lift") de
la pelicula de melanina (E = -1,0 V, ¢ = 0,3 g L™, t, = 60 minutos) sobre Au. La altura en el

modo lift es de 15 nm. Se advierten regiones con diferente magnetizacion.

Como estrategia de control de la calidad de la medida se ha introducido en el
analisis la imagen de contraste de fase, fig. 1V.1.17b, que reproduce, mas o
menos fielmente, la topografia de la muestra, fig. IV.1.17a, a diferencia de lo
que ocurre en el modo lift donde puede apreciarse una estructura de areas de
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magnetizacion paralela, de varios cientos de nandémetros, de signos opuestos
que se alternan entre si, fig. IV.1.17c. Esto ultimo unido al hecho de que la
imagen MFM ocupara exactamente la misma posicidén en el barrido de ida y en
el de vuelta confirma que el contraste de fase magnético registrado no se debe
a repentinos cambios en la topografia o a otros artefactos. Ademas, se debe
afadir que también se han llevado a cabo medidas analogas a las descritas
pero utilizando sondas de las mismas caracteristicas que las de MFM, es decir,
similar frecuencia de resonancia y constante de fuerza, pero carentes del
recubrimiento ferromagnético.*®*® El resultado en el modo lift, en este caso, no

difiere significativamente de lo que se ha mostrado en la imagen fig. IV.1.17b.

La comparacion de las imagenes y sus secciones transversales pone de
manifiesto la presencia de determinadas zonas con magnetizacion paralela
similares a los dominios que se han podido observar en el caso de peliculas
continuas de materiales ferromagnéticos.*” En este caso, las regiones con
contraste de fase magnético, bien positivo bien negativo, que se alternan entre
si, mostradas en la fig. 1V.1.17c, corresponden a interacciones muestra-punta
repulsivas o atractivas, respectivamente.®® De hecho, estas zonas con
contrastes de fase brillantes u oscuros son caracteristicas de dominios con
magnetizacion en direcciones opuestas, fuera del plano de la muestra. Si bien
es cierto que, en general, las nanoparticulas en forma de disco, de
dimensiones inferiores a los 30 nm, suelen definir monodominios individuales
en la direccién del plano*’ y que una alta densidad de las mismas, en peliculas
fundamentalmente 2D, hace que en éstas se dé, por medio de interacciones
dipolo-dipolo, una cierta magnetizacién caracteristica en la direccion del plano
de la muestra,*® también lo es que se ha descrito en repetidas ocasiones que el
momento magnético de las mismas revierte continuamente de la posicién en el
plano a fuera del plano.>® En cualquiera de los casos, también hay que tener en
cuenta que aunque diferentes modelos defienden la magnetizaciéon de la punta
en la direccion de su propio eje, parece bastante claro que el campo magnético
de la misma pasa por ser poco homogéneo y no exactamente perpendicular a
la superficie de la muestra.*® Ademas, admite diferentes distribuciones en

funcién de las diferentes geometrias propuestas para la sonda.***® Por otro
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lado, tampoco se debe descartar que la propia punta pueda ser, de hecho, en
ausencia de campos magnéticos aplicados a la muestra, responsable de la
magnetizacion de la muestra en un proceso de escritura-lectura AFM/ MFM,
producidos en el primer y segundo paso de la punta, con recubrimiento
ferromagnético de CoCr, sobre cada linea de la superficie de la muestra,
respectivamente.*®*® En cualquier caso, el hecho de que las magnitudes de los
dominios superen, en o6rdenes de magnitud, las dimensiones de las particulas
presentes en las peliculas indica necesariamente la existencia de interacciones

de acoplamiento magnético entre las mismas.**>°

Parece claro que en funcion de los tiempos de adsorcion de las peliculas
que, como se ha mostrado, condicionan el tamafio de nanoparticula presente
en las mismas y, por tanto, su caracter bien superparamagnético bien
ferromagnético, las respuestas obtenidas por MFM a partir de los
electrodepoésitos exhiben diferencias significativas. Es decir, en peliculas de
tiempos de adsorcion cortos, fig. IV.1.17, donde el tamafio de particula
dificilmente supera los 15 nm, el ensamblado 2D de los electrodepdsitos
condiciona una cierta anisotropia gobernada por interacciones dipolo-dipolo
que hace que los momentos magnéticos de las MNPs definan dominios
alternados de magnetizacién paralela.***® Sin embargo, en peliculas maés
gruesas con un mayor tamafio de MNPs, de didmetros muy superiores a los
10-20 nm que constituyen el limite cominmente aceptado para la técnica,
entonces si que es posible detectar la sefial MFM correspondiente a MNPs
aisladas, fig. IV.1.16.4°®

La estructura de estas peliculas de eumelanina podria ser utilizada para
conocer las cantidades relativas de especies de hierro que fueron estimadas a
partir de los resultados espectroscépicos. Ya se ha comentado que la mayor
contribucion de especies que contienen hierro en las peliculas de eumelanina
depositadas sobre Au procede de compuestos tipo magnetita
(aproximadamente un 80 %) mientras que las especies de hierro tal y como se
hallan en la melanina pura, presentes en la pelicula, constituian un componente
minoritario (20%) en las mismas. Teniendo en cuenta que las imagenes de

STM mostraron que la estructura fina de la pelicula estaba formada por
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nanoparticulas de entre 4 y 8 nm de anchura que, en principio, contendrian
entre 16 y 30 unidades de protomelanina® y que cada una de estas unidades
estaria enlazada a un atomo de Fe,** el maximo nimero de atomos de Fe por
nanoparticula de eumelanina estd comprendido entre 16 y 30. Por otro lado,
una nanoparticula de Fe3O, de 8 nm contiene aproximadamente mil atomos de
Fe. Por tanto, una hipotética pelicula de melanina formada por un 50 % de
nanoparticulas de melanina y por un 50 % de nanoparticulas de Fe3zO4 no
deberia tener mas de un 3 % de especies de hierro tal y como se hallan en la
melanina pura. El 20 % estimado por la espectroscopia XANES, para peliculas
de 100 minutos, implicaria que la relacion entre nanoparticulas de melanina
frente a nanoparticulas de especies de 6xidos de hierro tipo Fe;O, es de,

aproximadamente, siete.

A partir de los resultados obtenidos por espectroscopia AUGER y XANES y
de las imagenes de STM y MFM, se puede concluir que, en las peliculas de
eumelanina, existen dos componentes: nanoparticulas de melanina que
contienen iones Fe™ enlazados a grupos hidroxilos fendlicos en una
configuracion octaédrica similar a la encontrada para el Fe;O3 y nanoparticulas

ricas en Fe30a.

Por tanto, parece razonable asumir que, durante el proceso de
autoensamblado electroquimico de la melanina sobre el sustrato de oro,
nanoparticulas de Oxidos de hierro tipo magnetita podrian quedar
electroadsorbidas y almacenadas en la propia pelicula de melanina. De hecho,
es bien conocido que es posible sintetizar particulas de 6xidos de hierro por co-

precipitacion de Fe(ll) y Fe(lll) en soluciones de NaOH.*

IV.1.2.5. Caracterizacién electroquimica de peliculas de melanina sobre
Au(111)

En general, las propiedades electroquimicas de las melaninas son poco
conocidas debido a la alta insolubilidad que exhiben tales pigmentos. En el
pasado se ha usado melanina incorporada en pasta de carbono con objeto de
caracterizar su respuesta electroquimica.>! En estos casos se puede apreciar

una pareja rédox préximaa 0V a pH 7,0.
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Para llevar a cabo el estudio electroquimico de estas peliculas, se ha
dispuesto una celda electroquimica convencional de tres electrodos donde la
pelicula de eumelanina electrodepositada sobre Au hace las veces de electrodo
de trabajo. Se usaron, ademas, un electrodo de Ag/ AgCl como electrodo de
referencia y un electrodo de disco de platino como contraelectrodo. Por otro
lado, los electrolitos de fondo en los que han sido registrados la mayor parte de
los ciclovoltamogramas que se van a mostrar a continuacion son disoluciones
acuosas de tampon fosfato, PBS, a pH 7,4 y de NaOH 0,1 M, pH 12,6. La

velocidad de barrido, empleada en todos los casos, fue de 0,2 V s™.

En la Figura 1V.1.18 se muestran los ciclovoltamogramas estabilizados de un
electrodo de Au(111) y de Au arrandee™ sin tratamiento térmico, Au(pc), y de
las peliculas de eumelanina de t, = 100 minutos electrodepositadas sobre los
mismos, registrados en NaOH 0,1 M. Asi, en los voltamogramas de Au(pc) y de
Au(111), es posible observar en el barrido anddico los picos voltamétricos
relacionados con la formacion de la monocapa de Oxido de oro y, en el
catddico, su correspondiente pico de reduccion a +0,1 V. Dichos electrodos de
Au exhiben una amplia region de doble capa (carente de proceso faradaico
alguno) que precede a la reaccion de evolucion de hidrégeno, HER. Por su
parte, los voltamogramas mostrados por las correspondientes peliculas, en
rojo, ponen de manifiesto que, a diferencia de las peliculas obtenidas por
sin duda, electroquimicamente

evaporacion, tales electrodepdsitos son,

activos.??

500 500

o
!

il (WA cm”)

HER

— Au(111)
—t,=100 min.

08

04 00 04

E/V

0.8

-500

il (WA cm’)

08 04 00 04 08

E/V

Figura 1V.1.18. Ciclovoltamogramas estabilizados registrados en NaOH 0,1 M a 0,2 Vs™ de

un electrodo de Au, en color negro, y de una pelicula de eumelanina de t, = 100 minutos

crecida sobre éste, en rojo: (a) Au(111) y (b) Au(pc).
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Precisamente, en esta fig. IV.1.18, se aprecia la existencia de picos
voltamétricos sobre la region de doble capa del Au(111) que corresponden,
indudablemente, a la respuesta electroquimica de la pelicula de eumelanina.
Por otro lado, también es posible observar como el crecimiento de la pelicula
de melanina inhibe la formacién de la monocapa de 6xido de oro y su posterior

reduccion.

La respuesta electroquimica de ambas peliculas, fig. IV.1.18a-b, demuestra
que no existen diferencias significativas en cuanto a la composicion de los
correspondientes electrodepdsitos de melanina en funcion de que el sustrato

escogido sea Au(pc) 6 Au(111).

En la Figuras IV.1.19 a y b se han representado los voltamogramas
estabilizados, obtenidos en disolucion de NaOH 0,1 M, para una pelicula de
ta = 100 minutos y otra de t, = 24 horas, respectivamente. Estos voltamogramas

ponen en evidencia la existencia de, al menos, cuatro procesos rédox con picos
anodicos a -0,40 V (A’l), -0,63 V (Al), -0,85 V (All) y -1,15 V (Alll), y picos
catodicos a -0,43 V (C'l), -0,60 V (C'll), -0,73 V (Cl), -0,93 V (Cll), -1,2 VV (Clll) y
-1,35 V (CIV), localizados en la region de doble capa del Au(111), precediendo
a HER.
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Figura 1V.1.19. Ciclovoltamogramas estabilizados registrados en NaOH 0,1 M a 0,2 Vs™ de

peliculas de eumelanina de (a) t, = 100 minutos y (b) t, = 24 horas.

Estos picos voltamétricos también pueden observarse cuando el
voltamograma es registrado en PBS a pH 7,4, para peliculas de mayor espesor
de eumelanina, a excepcion de los picos Alll/CIII-CIV, ver Figura I1V.1.20. Se ha
tratado de extender, por tanto, la caracterizacion electroquimica de las
peliculas a medios neutros porque es importante para el estudio de sus

aplicaciones biologicas.
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Figura IV.1.20. Ciclovoltamograma estabilizado registrado en PBS a pH 7,4 a 0,2 Vs™ de una

pelicula de eumelanina de t, = 24 horas sobre Au(111).

Tomando en consideracion el voltaje al que aparece el pico voltamétrico mas
relevante, Al, cuando el pH varia de 12,6 hasta 7,0, fig. IV.1.19-20, éste se
desplaza en sentido positivo alrededor de 0,20 V con lo que es compatible con

una dependencia de 0,03 V por unidad de pH.

La presencia de diferentes pares rédox indica que el comportamiento
electroquimico de las peliculas de melanina es mucho mas complejo que el de
las que se han podido obtener mediante la simple oxidacién de monémeros.®
Como ya se ha indicado anteriormente, los diversos intentos por obtener una
respuesta electroguimica a partir de depdsitos de melanina preparados por
evaporacion de distintos disolventes no produjo ningun resultado en la region
comprendida entre 0,0 y -1,4 V. Parece razonable considerar que la melanina
electrodepositada que, como se vio en las imagenes STM, fig. 1V.1.6-7,
formaba una pelicula continua sobre el sustrato, esta fuertemente enlazada al
Au mediante la quimisorcién de oligdbmeros dando lugar asi a una buena
conductividad eléctrica.”® Por el contrario, en el caso de los depésitos
preparados por evaporacion, éstos son forzados a crecer en condiciones OCP
en las que no se llegan a formar peliculas continuas y homogéneas como las
anteriores, fig. IV.1.3. De esta forma, el contacto con la superficie del Au no es

tan bueno como en el caso anterior, de manera que no es posible obtener
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respuesta electroquimica alguna.

Con la intenciobn de poder inferir las correlaciones existentes entre los
diferentes procesos rédox correspondientes al sistema hierro-melanina, se
registraron diferentes voltamogramas de una pelicula de melanina de t, = 60

minutos con diferentes limites catddicos, Figura IV.1.21.

—~
o
&
S| ~
C
< 200- cii cii Cl /
N
=

Clv t, =60 min

16 12 -08 -04 00 04 08

E/V

Figura IV.1.21. Ciclovoltamogramas estabilizados registrados en NaOH 0,1 M a 0,2 Vs™ de

peliculas de eumelanina de t, = 60 minutos.

A la vista de la fig. IV.1.21 se puede concluir que las relaciones entre los
picos voltamétricos del sistema melanina-hierro quedarian de la siguiente
forma: Alll/ CIV, All/ ClII, Al/ Clly CI, A’l/ C'lly C'I.

La ausencia de la pareja de picos voltamétricos Alll/ CIV y, en menor
medida, Alll/CIIl en PBS a pH 7,4, fig. IV.1.19b-20, sugiere que estos picos
estan relacionados con el comportamiento rédox de las nanoparticulas de éxido
de hierro presentes en la pelicula, ya detectadas por espectroscopia AUGER y
XANES y por MFM. De hecho, se ha demostrado que nanoparticulas de Fe,Os3,
soportadas sobre electrodos de ITO, en PBS a pH 8, son disueltas en el primer

ciclo a -0.66 V (frente a ECS) liberandose Fe*? a la disolucién.®?
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En esta misma linea de razonamiento, se han realizado una serie de
experiencias consistentes en la inmersion, para diferentes tiempos, de una
pelicula de eumelanina de tiempo de adsorcion de sesenta minutos en medio
acido (HCIO,4 0,01 M). Recuérdese que los espectros AUGER obtenidos antes
y después precisamente del lavado acido de una pelicula de melanina
mostraban que mientras las sefiales de Fe y de O practicamente desaparecian,
las de C y N practicamente permanecian inalteradas, ver fig. IV.1.11, lo que se
interpretd como que las especies de Oxidos de Fe se habian disuelto
selectivamente. De hecho, es bien conocido que las particulas de magnetita se

disuelven rapidamente en medios 4cidos.>*

500
Alll
S
“ 0
&
o
< Cit cn «cl
=
— 001 fcv ,
s} —ta=60m|n.
—1min.enHCIO40,01M
10 min. en HCIO, 0,01 M
'1000 T T T T T T T T T T T
-150 -125 -1.00 -0.75 -050 -0.25 0.00

E/V

Figura 1V.1.22. Voltamogramas estabilizados para una pelicula de melanina de t, = 60 min
registrados en NaOH 0,1 M a 0,2 Vs™ tras inmersion durante distintos tiempos, t, en una
disolucién de HCIO, 0,01 M: t; = 0, voltamograma de color negro; t; = 1 minuto, en color rojo y t;

= 10 minutos, color verde.

Asi, se puede apreciar en la Figura 1V.1.22 que para tiempos de inmersion
inferiores al minuto, los picos voltamétricos Alll/ CIV y, en menor extension All/
Clll, exhiben una marcada disminucion en area voltamétrica mientras que el
resto de picos voltamétricos, esto es los picos Al/ Cll y CI, A’l/ C’l, sélo se ven
ligeramente afectados. Por otro lado, también se debe hacer notar que, para

tiempos largos de inmersion en la disolucion acida, la pelicula es fuertemente
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atacada por el medio de forma que, tras diez minutos en HCIO4 0,01 M, el
voltamograma registrado exhibié valores de carga y perfil similares a los
medidos para el Au libre.

Con objeto de intentar conocer en mayor profundidad aquellos procesos
rédox involucrados en los picos voltamétricos exhibidos por el sistema hierro-
melanina debido a la presencia de tales especies de hierro oxidadas, se
recurri6 a la comparacion de la respuesta electroquimica de estos
electrodepoésitos con la de un electrodo de Fe/ C (Fe-0,75 w/o C). Hay que
decir que la hidrdlisis de los productos de corrosion del Fe, en medios alcalinos,
da lugar fundamentalmente a Fe(OH),, si bien también se obtienen Fe3O,, y-
Fe,O3 y y-FeOOH, junto a otros oxohidroxidos.>* La presencia de una notable
variedad de estas especies se ha puesto de manifiesto por voltametria ciclica.
En la Figura IV.1.23 se han representado conjuntamente los voltamogramas

correspondientes a ambos electrodos para facilitar su comparacion:

250 m
Alll
~~
“ 0
&
(]
<
=3 Cll
~ 2501
=
Fe/C
— ta =60 min.
-500 . . . : : ,
-1.6 -1.2 -0.8 -04

E/V

Figura 1V.1.23. Voltamogramas estabilizados registrados en NaOH 0,1 M a 0,2 Vs* para un
electrodo de Fe/ C, voltamograma en color negro, y de una pelicula de melanina de t, = 60

minutos sobre Au(111), color rojo.

A tenor de los voltamogramas mostrados parece clara la existencia en el Fe/

C de al menos dos procesos rédox identificados de acuerdo a la siguiente
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notacion: | (-1,10 V), 11 (-0,97 V) y 1l (-0,80 V) como picos andodicos y IV (-1,05
V) y V (-1,35 V), catddicos. Tal y como se ha descrito en la referencia [54] y de
acuerdo a lo mostrado por otros autores,® las especies formadas en los picos
voltamétricos | y Il son reducidas en el pico V. Por su parte, aquellas formadas

en el pico lll son posteriormente reducidas en el IV.

Por tanto, a partir de la comparacion entre los procesos rédox exhibidos por
el electrodo de Fe/ C y los correspondientes a la respuesta electroquimica de la
pelicula de melanina sobre Au(111), fig. 1V.1.23, y por asociacién con los

primeros, éstos pueden describirse de la siguiente forma:

e Il = All: Fe — Fe(OH),, Fe — Fes0s, Fe(OH), — FesOu,
Fes04 — FeOOH
e Il = All: Fe(OH), — 8-FEOOH, Fe(OH), — FesO4

e |V =CIll: 5-FeOOH — Fe(OH),
e V=CIV: Fes0;— Fe(OH),

Este hecho junto con los datos obtenidos a partir de la espectroscopia Auger
tras lavado &cido, confirman que es posible asignar los picos voltamétricos
Alll/CIV y, en parte, All/ Clll al comportamiento rédox de las nanoparticulas de

oxidos de hierro presentes en la pelicula.

En esta misma linea de razonamiento y con la intencién de poder identificar
los pares rédox correspondientes al sistema hierro-melanina se ha llevado a

cabo la electropolimerizacién de una porfirina de Fe(lll), TAPP-Fe'"

, y de la
misma porfirina desmetalada, TAPP, sobre Au(111).>’ Dicho complejo
organometalico contiene un i6n Fe(lll) enlazado al material organico en una
configuracion analoga a la que se ha encontrado para el Fe(lll) presente en la
eumelanina sintética. La respuesta voltamétrica de la pelicula de porfirina de
Fe(lll), tal y como se muestra en la Figura IV.1.24, exhibe picos anddicos en el
rango de potenciales comprendido entre -0,60 y -0,80 V y picos anddicos entre
-0,65 y -0,90 V que no estan presentes en el voltamograma de la porfirina
desmetalada, fig. 1V.1.24a. Estos picos voltamétricos pueden ser, por tanto,

asignados al par rédox Fe*®/ Fe*? en la pelicula polimérica de porfirina.
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Figura IV.1.24. (a) Voltamogramas estabilizados de TAPP, en rojo, y de TAPP-Fe", en negro,

electropolimerizadas 100 ciclos sobre Au(111), registrados en NaOH 0,1 M a 0,2 vs™. (b)

Ciclovoltamogramas estabilizados registrados en NaOH 0,1 M a 0,2 Vs™ de TAPP-Fe", en

negro, y de pelicula de eumelanina de t, = 60 minutos, en rojo, sobre Au(111).

Aungue una asignacion directa de los picos voltamétricos en el sistema
hierro-melanina es dificil, los resultados mostrados en la fig. IV.1.24b sugieren
que los picos Al/ Cl y All/ Cll en la melanina podrian implicar el par rédox
Fe*™®/Fe*? del hierro coordinado a monémeros de DHI y DHICA o a oligémeros

de éstos.

Por ultimo, los picos voltamétricos A’l/ C'll y C’I deben asignarse a los
procesos rédox debido a especies quinona/ semiquinona/ hidroquinona
(quinol)® presentes en los electrodepésitos:

HD —"‘:"L" 0 —"'.I'E' O —H* [w)
N g = | D—r =— N -.,\ k
HO N R HO ] o N o N
pK,= 6.3

Quinol = Semiquinona = Quinona Quinona Imina

Esta afirmacion se soporta sobre la base de los resultados obtenidos en el
caso de otras moléculas tipo quinonas descritos en la bibliografia. Asi, en el
caso de quinonas enlazadas covalentemente a un electrodo de Au, éstas
exhiben una clara respuesta voltamétrica a pH 12,6 en el rango de potenciales
de A'l/ C'l, fig. 1V.1.19.°® También se han descrito derivados de antraquinonas
que, a pH 7,4, muestran un par rédox reversible en torno a -0,2 V, compatible
por tanto con A’l/ C'l, ver fig. 1V.1.18.>° Es mas, la voltametria ciclica de otras

especies de o-quinonas (al igual que DHI y DHICA) como son las 9,10-
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fenantrenoquinonas,®® unidas covalentemente a un electrodo de carbén vitreo
mediante la reduccién de sus correspondientes sales diazonio, muestran una
serie de picos voltamétricos, visiblemente dependientes del pH de la solucion y
correspondientes al par rédox quinona/ hidroquinona, en la regién de
potenciales en torno a -0,2 V a pH 7 donde aparecen A’l/ C'l, ver fig. IV.1.20, y
entre -0,45/ -0,75 V a pH 14, de manera que, asumiendo un desplazamiento de
0,03 V/ pH, serian compatibles, por tanto, con A’l/ C’l y Al/ Cl a pH 12,6, ver fig.
IV.1.19.

En esta linea de razonamiento, se llevO a cabo la sintesis de un
electrodepoésito sobre Au(111) siguiendo el mismo procedimiento empleado
para las peliculas de melanina pero, en este caso, partiendo del resultado de la
polimerizacién oxidativa de hidroquinona en NaOH 0,1 M.®* De esta forma, la
superficie del sustrato quedaria modificada con grupos quinona/ semiquinona/
hidroguinona, Q/ HQ, electroquimicamente activos, y, ademas, libre de la
presencia de las especies de hierro que acompafan a la melanina. La
respuesta voltamétrica de dicho depdsito y de una pelicula de melanina de

carga equivalente se han dispuesto en la Figura 1V.1.25:

— Au(111)
—_—t =3 horas

= Q/HQ (t, = 24 horas)

08 04 00 04 08

E/V

Figura IV.25. Voltamogramas estabilizados para Au(111), en color negro, y peliculas de

melanina, en rojo, y de quinona/ hidroquinona, azul, sobre Au(111), registrados en NaOH 0,1 M
a0,2Vvs™.
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Como se esperaba, no se observa respuesta voltamétrica en la region de
potenciales mas catodicos en los que, como se ha visto, si que aparecen los
picos voltamétricos correspondientes a especies de hierro, fig. IV.1.23 y 24. Por
el contrario, entre -0,35/ -0,65 V, aparecen en la pelicula de Q/ HQ dos picos
anadicos, X y Xl, y dos catédicos, Xl y XIll, fig. IV.1.25. Estos procesos rédox,
achacables a especies quinona/ semiquinona/ hidroquinona,® tal y como se
desprende de la comparacion con la respuesta electroquimica de la pelicula de
melanina, coinciden tanto con las parejas de picos voltamétricos A'll C'l y
también Al/ Cl caracteristicos de ésta, como con resultados previamente

descritos en la bibliografia.®®®!

Resulta de especial interés llevar a cabo un estudio sobre la evolucion de la
respuesta electroquimica que exhiben las peliculas de melanina a medida que
aumenta el tiempo de adsorcion. Asi, en la Figura IV.1.26, se puede observar
gue a medida que aumenta dicho tiempo de adsorcién, va disminuyendo la
densidad de corriente asociada a la formacion de la monocapa de 6xido de oro
y de su posterior reduccion. De hecho, si se miden las &areas voltamétricas
correspondientes al pico de reduccion del 6xido de oro, se encuentra que la
carga registrada para una pelicula de eumelanina de 100 minutos representa
aproximadamente una quinta parte de la que proporcionaria el oro libre. Por
tanto, tras el crecimiento de la pelicula, tan s6lo un 20 % del oro permanece

accesible a la interfase.
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N— 250 — Au(111)
: —t =5 min.
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-500+ m—t =30 min.
= t_= 100 min.
-750 I T T T T T T

16 12 -08 04 00 04 08

E/V

Figura IV.26. Ciclovoltamogramas estabilizados registrados en NaOH 0,1 M a 0,2 Vst Au(111),
en negro; pelicula de eumelanina de t, = 5 minutos soportada sobre Au(111), en rojo; t, = 10

minutos, verde; t, = 30 minutos, azul, y t, = 100 minutos, magenta.

A continuacion, en la Figura 1V.1.27, se han representado las respuestas
voltamétricas de peliculas gruesas de eumelanina formadas sobre Au(111)

para diferentes tiempos de adsorcion, en este caso: 100 minutos, 5y 24 horas.

1000
— AU(111)
—t = 100 min.
—t =5 horas
500 - —t = 24 horas

16 12 -08 04 00 04 08

E/V

Figura IV.27. Voltamogramas estabilizados registrados en NaOH 0,1 M a 0,2 Vs™: Au(111), en
negro; pelicula de eumelanina de t, = 100 minutos soportada sobre Au(111), en rojo; t, = 5

horas, verde; y t, = 24 horas, azul.
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A partir de los resultados mostrados en las fig. IV.1.26 y IV.1.27 es posible
concluir que durante las primeras etapas de formacién de las peliculas, sobre el
Au(111), se han ido depositando especies de O0xido de hierro cuya respuesta
voltamétrica se ha asociado a los picos voltamétricos Alll/ CIV y All/CIII, fig.
IV.1.23. Sin embargo, en la medida en que va aumentando el tiempo de
adsorcién y, por tanto, el sustrato de oro va quedando cubierto, se observa que
las parejas de picos Alll/ CIV y All/CIll permanecen practicamente inalteradas
mientras que los procesos rédox Al/ Cll y CI, relacionados, en principio, con el
par rédox Fe*?/Fe*® coordinado al material organico, fig. IV.1.24b, y también A’l/
C’ll 'y C’l, asociados a los grupos quinona/ hidroquinona presentes en el

biopolimero, fig. IV.1.25, se ven incrementados significativamente.

Por tanto, en peliculas de tiempos de adsorcion altos y, por tanto, de gran
espesor, la superficie externa de las mismas estard compuesta principalmente
por capas de agregados moleculares de oligbmeros de eumelanina en

ausencia, en principio, de especies de 6xidos de hierro.

La comparacion de las respuestas voltamétricas de las peliculas de
melanina en funcién del tiempo de adsorcibn muestra un aspecto interesante
en lo concerniente a la formacion de la monocapa de AuO. Asi, mientras que
para peliculas delgadas, fig. IV.1.26, el incremento en el tiempo de adsorcion
trae como consecuencia una disminucion en el area voltamétrica de AuO en la
medida en que el sustrato se va cubriendo progresivamente con el biopolimero,
no ocurre lo mismo en el caso de las peliculas gruesas, fig. IV.1.27. De hecho,
en este Ultimo caso se suman corrientes de oxidacion y reduccién
presumiblemente correspondientes al conjunto de especies presentes en el
composite organico-inorganico. En relacion a esto, hay que decir que otras
moléculas biorganicas que contienen hierro exhiben respuestas voltamétricas
analogas en ese ambito de potencial. Asi, tanto en el caso de la mioglobina,
proteina consistente en una subunidad de cadena polipeptidica unida a un
grupo hemo (porfirina de hierro), y la hemoglobina, formada por cuatro
subunidades de enzimas polipeptidicas con un grupo hemo en cada subunidad,
asi como para distintas porfirinas y el citocromo C, se ha descrito una pareja de

picos voltamétricos cuyo potencial de pico anddico, Ep,, a pH 13 aparece entre
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0,13y 0,41 V, con lo que se solaparia con AuO.%? Estos picos son asignados al

par rédox Fe(lll)/ Fe(IV) coordinado a la estructura orgénica.

No obstante, no es menos cierto que no existen diferencias demasiado
significativas en cuanto a las densidades de corriente registradas en la region
de potencial correspondientes a la monocapa de AuO entre la pelicula de 24
horas (para la que las imagenes de STM y AFM mostraron al electrodo de oro
completamente cubierto de melanina) y la pelicula de 5 horas. Es decir, la
formacion de la pelicula inhibe en cierta medida la formacion de la monocapa
de o6xido de Au pero lo hace mas o menos en la misma extension con
independencia de la cantidad de material adsorbido a partir de un determinado
grado de recubrimiento. Este hecho podria indicar la existencia en estas
peliculas de una serie de canales que la hacen permeable a la solucion, tal y
como se ha comprobado que sucede en la melanina natural,®® y que

permitieran en cierta forma el acceso del sustrato a la interfase.

Por ultimo, cabe destacar que tal y como se ha mostrado hasta ahora, a
diferencia de los intentos descritos en la bibliografia basados en la
electropolimerizacién de DHI o en pastas de carbon que contienen melanina,
etc. y de los resultados obtenidos para los distintos depdsitos formados por
evaporacion, hemos sido capaces de fabricar por un método electroquimico
potenciostético peliculas de eumelanina sintética que exhiben una respuesta

electroquimica extraordinariamente estable y reproducible.

IV.1.2.6. Propiedades electrocataliticas de peliculas de melanina sobre
Au(111)

Es bien conocida la capacidad de las melaninas de actuar como amortiguador
de la actividad de determinados productos oxidantes procedentes del
metabolismo aerobio® tales como el peréxido de hidrégeno. Dicho compuesto
se genera en los peroxisomas tras la oxidacién de acidos grasos y péptidos vy,
habitualmente, se descompone en productos inertes para las células por medio
de la accion de enzimas oxidativas denominadas catalasas. Sin embargo, en
condiciones de estrés oxidativo intenso, las catalasas se saturan y este tipo de

compuestos podrian inducir la muerte celular. De hecho, es bastante probable
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gue la melanina actue descomponiendo el peréxido de hidrégeno, hecho éste
que explicaria la presencia de este pigmento en ambientes de gran actividad

celular.®

Sin embargo, también se han descrito en el caso de sistemas tipo melanina-
metal una cierta actividad peroxidasa que da lugar a la formacion de especies
reactivas de oxigeno.*® Incluso se han detectado cambios estructurales
significativos en las nanoparticulas de melanina durante procesos de
blanqueado con peréxido.?® Ademas, hay que decir que la peroxidacion lipidica
en la Substantia nigra en el cerebro medio humano se ha vinculado
estrechamente con la enfermedad de Parkinson.'? Recuérdese que en la

neuromelanina el hierro aparece cominmente asociado a este pigmento.®®

Por otro lado, hay que decir que las propiedades electrocataliticas de
distintas moléculas organicas que contienen hierro han sido ampliamente
descritas en los ultimos afios. En concreto, la investigacion de las actividades
electroquimicas y electrocataliticas de por ejemplo mioglobina, hemoglobina,
citocromo C y porfirinas y ftalocianinas de Fe frente a oxigeno y peréxido de
hidrégeno han constituido el objeto de numerosos estudios.*®°? Por el contrario,
el estudio del sistema melanina-hierro, con potenciales aplicaciones en los
campos de la electrocatalisis y la bioelectrocatélisis, no ha sido suficientemente

abordado.

Por todo lo dicho, el estudio de la actividad peroxidasa del sistema melanina-
hierro, activo electroquimicamente cuando se deposita potenciostaticamente
como pelicula sobre Au(111), podria proporcionar informacién significativa
acerca del papel que desempefia la melanina en aquellos procesos
involucrados en la descomposicion del peréxido de hidrogeno, no solo con fines
bioquimicos o biomédicos sino también desde el punto de vista de sus
potenciales aplicaciones en el campo de las celdas de biocombustible. Si bien
es verdad que el O, pasa por ser el reactivo mas empleado en las reacciones
catddicas en las bioceldas debido fundamentalmente a su gran disponibilidad, ®
también lo es que también se emplean otros oxidantes secundarios. Entre

estos ultimos, el H,O,, debe ser considerado uno de los mas prometedores en
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base a su alta solubilidad en soluciones acuosas y las facilidades que ofrece su
almacenamiento. De hecho, existen estudios recientes realizados con
nanocomposites de Oxidos y oxohidroxidos de hierro que muestran resultados

muy interesantes en este sentido.®®

Asi, cuando se registran ciclovoltamogramas, representados en la Figura
IV.1.28, para un electrodo de Au(111) en una disolucién electrolitica 4 mM de
H,O, en NaOH 0,1 M, aparecen dos picos de corriente bien definidos. El
primero de ellos a -0,2 V, pico CA, corresponde a la electrorreduccion de
oxigeno a agua oxigenada, y el segundo a -1,2 V, pico CB, se relaciona con la
electrorreduccion de peroxido de hidrogeno a iones hidroxilos. De hecho, es
bien conocido que los electrodos de oro reducen oxigeno en medios alcalinos

en dos pasos®® bien definidos:
0, + 2 Hz0 + 2e" > Hy0, + 20H" @)
H,O5 + 2e” « 20H" (2)

Sin embargo, curvas analogas registradas para peliculas de melanina de
tiempo de adsorcién de 120 minutos, muestran que, mientras el pico CA se
desplaza ligeramente en direccion catddica, el pico CB se desplaza hasta 0,5V

en sentido positivo tal y como se puede ver en la fig. 1V.1.28.
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— Ay + 12 MM H202
m=t =120 min. + 12 MM H,0,

16 12 -08 04 00 04 08

Figura 1V.28. Voltamogramas estabilizados registrados en 12 mM de H,O, en NaOH 0,1 M a
0,2 Vs™: Au(111), en negro; pelicula de eumelanina de t, = 120 minutos soportada sobre
Au(111), en rojo.

En general, se admite que la electrorreduccion del HO, (2) constituye la
segunda etapa de la reduccion general del oxigeno con independencia del pH
del medio. Es decir, la reduccion del oxigeno llega hasta agua tras pasar
primero por la reduccién del oxigeno a peréxido de hidrogeno (1). En este
sentido, la afirmacion de que el pico voltamétrico CA corresponde a la
electrorreduccion de oxigeno a perdoxido de hidrogeno quedd
convenientemente justificada tras la  experiencia que se muestra a
continuacion en la Figura 1V.1.29, consistente en burbujear N, en la celda

electroquimica para distintos tiempos:
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=t =15 minutos Vi
—~ -300- N _
N =t = 30 minutos
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Figura 1V.1.29. Ciclovoltamogramas de pelicula de eumelanina de t, = 30 minutos registrados
en H,0, 4mM en NaOH 0,1 M a 0,2 Vs, registradas para distintos tiempos de burbujeo de
nitrégeno en la celda electroquimica: 5 minutos en color negro, 15 minutos en rojo y 30 minutos
en azul. La flecha negra indica la disminucion de la corriente en el pico CA a medida que

aumenta el tiempo de burbujeo con nitrégeno.

En el grafico puede observarse como, a medida que aumenta el tiempo de
burbujeo, el pico CA decrece marcadamente mientras que el pico CB
permanece practicamente inalterado. Es bien conocido que el perdxido de
hidrogeno en disoluciones de NaOH a pH 13 comienza a descomponerse
generandose oxigeno en el medio. Por tanto, la eliminacién de dicho oxigeno,
tras burbujeo de N, en la celda electroquimica para diferentes tiempos, trae
consigo una notable disminucion del pico CA mientras que el pico CB no

experimenta alteraciones significativas.

Por otro lado, se ha podido demostrar que el pico CB corresponde a la
electrorreducciéon de peroxido de hidrégeno (2) a partir de la dependencia lineal
de la densidad de corriente estacionaria registrada a -0.75 V frente a la
concentracion de peroxido de hidrogeno, Figura 1V.1.30. De este modo,
podemos decir que las peliculas de melanina podrian actuar, en estas

condiciones, como biosensores de perdxido de hidrégeno.
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Figura 1V.1.30. Densidad de corriente estacionaria jc-j-o) frente a concentracion de H,O,, (c),
medida para una pelicula de eumelanina sobre Au(111) (t; = 30 min). j. es la densidad de
corriente estacionaria medida a -0,75 V, pico CB, Y j.- €s la densidad de corriente estacionaria

medida a -0,75 V en disoluciéon de NaOH 0,1 M en ausencia de H,0..

Noétese que la densidad de corriente que se ha representado en la fig.
IV.1.30 corresponde a la reduccion electrocatalizada de peréxido de hidroégeno
sin que exista contribucién alguna de la densidad de corriente debida a los
pares rédox de la melanina toda vez que se ha sustraido el valor medido en

disolucién de NaOH 0,1 M en ausencia de perdxido de hidrégeno.

La asignacion del pico CB a la electrorreducciéon de peroxido de hidrégeno
también puede ser estimada en términos del aumento de la densidad de
corriente del pico CB para valores crecientes de concentracion de perdxido de

hidrogeno para una pelicula de t; = 100 minutos, ver Figura IV.1.31.
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Figura IV.1.31. Ciclovoltamogramas de una pelicula de melanina sobre Au(111) de t, = 100
minutos registrados en NaOH 0,1 M a 0,2 Vs™, a distintas concentraciones de H,0, : 1.16 x 10

M, voltamograma en negro; 2.25 x 10 M, en rojo; 4.23 x 10° M, verde; 6 x 10° M, azul.

En la Figura 1V.1.32 se muestran los voltamogramas registrados para un
electrodo de Au(111), para una pelicula de melanina de t; = 30 minutos crecida
sobre Au(111) y para una pelicula del mismo tiempo de adsorcion tras lavado
acido durante un minuto, obtenidas para idéntica concentracion de H,0,, 4
mM, en NaOH 0,1 M.
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Figura IV.1.32. Ciclovoltamogramas registrados a 0,2 Vs™ desde 0,0 V hasta -1,3 V en una
solucién 4 mM de H,0, en NaOH 0,1 M para: Au(111), en color negro, Au(111) cubierto de
melanina t, = 30 minutos, en rojo, y Au(111) cubierto de melanina de t, = 30 minutos, después

de lavado acido en H,SO, 0,1 M durante un minuto.

A la vista de la figura se puede concluir que el potencial del pico CB se
desplaza desde los -1,2 V medidos para el Au(11ll) hasta los -0,75 V
registrados cuando la melanina cubre la superficie del Au. Este hecho indica
claramente que la pelicula de melanina es capaz de catalizar eficientemente la
electrorreduccion de peréxido de hidrogeno. Cabe comentar en este sentido
que dicho efecto catalitico se da en el rango de potenciales en los que la
pelicula de melanina es electroquimicamente activa a través de la pareja de
picos voltamétricos Al/CI, fig. IV.1.28, IV.1.31y IV.1.32.

Resulta necesario afiadir que, después del lavado acido que permite disolver

3 el efecto catalitico que ejerce la pelicula de

especies de 6xido de hierro,’
eumelanina es aun evidente con el pico CB a -0,85 V, voltamograma en azul en
fig. 1V.1.30, indicando que aquellas nanoparticulas ricas en compuestos de

67

oxidos de hierro tipo magnetita,”’ no son esenciales para la catalisis de la

electrorreduccién del perdxido de hidrégeno.

En lo que sigue se ha tratado de extender el presente estudio sobre la

actividad electroquimica de las peliculas de melanina en presencia de perdxido
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de hidrogeno a medios neutros toda vez que es importante de cara a

establecer y definir sus potenciales implicaciones bioquimicas.

Asi, hay que decir que se han podido obtener, en medios neutros, resultados
similares para la electrorreduccion del perdxido de hidrégeno, tal y como se
muestra a continuacion. Las experiencias comentadas, que se muestran en la
Figura 1V.1.33, ponen de manifiesto un marcado incremento en la densidad de
corriente catddica proporcional a la concentracion de agua oxigenada y la
diferencia de comportamiento entre el Au(111) y la pelicula de eumelanina.

-600

-1200 1

i/ (wA cm?)

-600

-1200 +

08 04 0.0

E/V

Figura 1V.1.33. Ciclovoltamogramas registrados a 0,2 Vs™ desde 0,0 V hasta -0,8 V en PBS pH
7,4 para un electrodo de Au(111), (a), y para una pelicula de melanina de t, = 16 horas, (b), en
distintas concentraciones de perdxido de hidrégeno: 2,44 mM en negro, 4,59 mM en rojo y 6,5

mM en azul.

En el caso del Au(111) es posible apreciar la existencia de un pequefio pico
voltamétrico a -0,2 V, CA, que se ha asignado a la electrorreduccion de

oxigeno y una onda a -0,8 V, CB, relacionada con la electrorreduccién de
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peréxido de hidrogeno de forma anéloga a lo reflejado en la bibliografia,®®® fig.
IV.1.31a. Por su parte, en las peliculas de melanina, el efecto electrocatalitico
aparece en el rango de potenciales comprendido entre 00 V vy
aproximadamente -0,5 V, fig. IV.1.33b, donde el electrodo de Au(111) muestra

una escasa actividad.

No obstante, parece claro que, en general, resulta mas dificil, en medio
neutro, identificar la contribucion de cada una de las dos etapas
correspondientes a la electrorreduccion global del oxigeno, es decir, identificar
los picos voltamétricos CA y CB. En este sentido, se realizO una experiencia
similar a la ya comentada en la fig. IV.1.29, consistente en burbujear N, durante
5 minutos en la celda electroquimica. El resultado se muestra en la Figura
IV.1.34:

—~  -3001

N

-

o

<C

= CA

~~

"= 600-
CB

0.8 ' 0.4 ' 0.0

E/V

Figura IV.1.34. Ciclovoltamograma registrado a 0,2 Vs™ en PBS pH 7,4 para una pelicula de
melanina de t, = 16 horas sobre Au(111), en presencia de 4,59 mM de H,O,, después de

burbujear N, durante 5 minutos.

Tal y como se muestra en el gréafico, la contribucion de las densidades de
corriente de ambos procesos pueden ser apreciadas mucho mas claramente.
De hecho, mientras que el pico CA aparece como un ligero “hombro”, el pico

CB se muestra bien resuelto en el voltamograma exhibido.
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En cualquier caso, a la vista de los resultados mostrados, fig. 1V.1.33a-b, se
puede concluir que la electrorreduccion de peroxido de hidrégeno, pico CB,
sobre el electrodepdsito de melanina tiene lugar a un potencial
aproximadamente 0,4 V mas positivo que para el Au sin modificar. Por tanto, la
pelicula de eumelanina es capaz de catalizar la electrorreduccion del peroxido

de hidrégeno también en medios neutros.

Se debe hacer notar que el hecho de que el efecto electrocatalitico sea
también observado en PBS pH 7,4 donde fundamentalmente las especies de
6xido de hierro, mas labiles, son disueltas en el barrido catédico,> fig. 1V.1.20,
confirma la observacion hecha previamente en relacion a que las
nanoparticulas ricas en magnetita no son esenciales para la electrocatalisis.
Este hecho junto a la catalisis observada tras lavado &cido, fig. 1V.1.32,
constituyen una clara evidencia de que la actividad electrocatalitica de las
peliculas de eumelanina descansa sobremanera en la actividad electroquimica
de las nanoparticulas de melanina que contienen iones Fe(lll) enlazados a
grupos hidroxilos fendlicos en una configuracion octaédrica similar a la

encontrada para el Fe;Os.

Se ha propuesto un posible mecanismo que trata de explicar la actividad
electrocatalitica de las peliculas de eumelanina cuando el electrodo es
polarizado a -0,75 V (CB). Este mecanismo, que se muestra en el Esquema
IV.1.2, implica la oxidacién del Fe*? a Fe*® (iones hierro enlazado a la melanina,
se entiende) a causa de la reduccién del peréxido de hidrégeno a iones OH" y
radicales OH- tal y como sucede en la reaccién de Fenton. Este Fe™ se reduce
entonces a Fe*? por oxidacién de grupos quinoles (que en este rango de
potenciales estan completamente reducidos) a quinonas. Por altimo, los grupos
quinona pueden reducirse de nuevo a quinol sobre la superficie electrddica

cerrandose asi el ciclo.
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Solucion

Esquema IV.1.2. Representacion esquematica que muestra un posible mecanismo de reaccion
para la actividad electrocatalitica de las peliculas de hierro-melanina en la region de potencial
del pico CB (-0,75 V).

Tal mecanismo se justifica en el hecho de que los melanosomas de
eumelanina y feomelanina son capaces de reducir al sistema Fe(lll)-

citocromo.®®

Ya se ha mostrado anteriormente que los electrodepositos de melanina
aumentan considerablemente la actividad electrocatalitica respecto a HER en
relacion al sustrato primigenio de Au(111), ver fig. IV.1.18. No obstante, si bien
es cierto que podria atribuirse a un aumento del area electroquimica, también
lo es que el analisis del area superficial suministrado por el software del
microscopio muestra un incremento en la misma, tras la modificacién con el
sistema hierro-melanina, que no justifica en ningun caso el aumento en la
densidad de corriente registrado en el rango de potenciales correspondiente a
HER.

La actividad electrocatalitica descrita es notable no sélo en las experiencias
realizadas en NaOH 0,1 M, pH 12,6, sino que se extiende en un amplio rango

hasta pH fisiologico, esto es pH 7,4, tal y como se muestra en la Figura 1V.1.35:
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Figura 1V.1.35. Ciclovoltamogramas registrados a 0,2 vs™t para Au(11l1), en color negro y

pelicula de melanina de t, = 3 horas, rojo, en diferentes medios electroliticos: NaOH 0,1 M, pH
12,6 (a), tampdn CO;?/ HCO3, pH 9,4 (b) y tampo6n TRIS/ HCl a pH 7,4 (c).

Estas propiedades cataliticas exaltadas frente a HER que exhiben las
peliculas de melanina deben ser atribuidas a las especies de hierro presentes
en las mismas. Esta afirmacion se justifica en el hecho de que las peliculas de
Q/ HQ, ver fig. 1V.1.25, de hecho bloquean la superficie del sustrato frente a
HER. Es mas, los electrodepdsitos de melanina de tiempos de adsorcion largos
gue, como ya se ha indicado anteriormente, acumulan en su superficie externa

capas de agregados moleculares de oligdmeros de eumelanina con menor
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presencia, en principio, de especies de Oxidos de hierro, también muestran un
peor comportamiento electrocatalitico que las peliculas de menor espesor, fig.
IV.1.26 y IV.1.27.

En este sentido hay que decir que se ha sugerido, en el caso de electrodos
de Fe/ 6xidos de Fe,’® la presencia de especies intermedias adsorbidas
FeOH,y formadas en el primer paso de la disolucion anddica del hierro en

soluciones alcalinas y 4cidas:
Fe + OH « (FEOH)yq + € (3)

Este equilibrio (3) precede a la formacién de (FeO)s y FEOH" en medios
alcalinos y &cidos, respectivamente. El significado puramente fisico de las
especies (FeOH)yg Yy (FeO)ag €s un tanto ambiguo, es decir, podrian ser
especies quimisorbidas de Fe(l) y Fe(ll) asociadas con OH u O3
respectivamente, o (OH)aq 0 (O)ag. En cualquier caso, la aceleracion de HER
por parte de especies (FeOH),q es méas que probable toda vez que Oxidos de
otros metales de transicion como RuO;, IrO, y RhOy exhiben una buena
actividad electrocatalitica frente a HER. ElI mecanismo propuesto en los casos
anteriores implica la formacion de un intermedio S(OH)H (siendo S = Ru, Ir,
Rh).”* Por analogia, es razonable proponer la existencia de un intermedio
(FeOH)agHaq €n los electrodepésitos de melanina.’®

Por otro lado, también es conocido que las porfirinas de Fe catalizan HER
por medio del complejo Fe(0)-porfirina formado a potenciales catodicos por la
reducciéon de Fe(ll)-porfirina.”? En esta misma linea de razonamiento, el
complejo Fe(0)-melanina podria desempefiar el mismo papel en las peliculas
de melanina. Por tanto, parece claro que las diferentes especies de hierro
presentes en el composite organico-inorganico son responsables de la
actividad electrocatalitica exaltada de estas peliculas frente a HER. Con objeto
de confirmar lo apuntado hasta el momento, se registrd la respuesta
electroquimica de una pelicula de melanina tras sumergirla repetidas veces en

una disolucién acida:
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Figura 1V.1.36. Voltamogramas estabilizados para una pelicula de melanina de t, = 180 min
registrados en NaOH 0,1 M a 0,2 Vs™ tras inmersién durante distintos tiempos, t;, en una
disolucién de HCIO, 0,01 M: t; = 0, voltamograma de color negro; t; = 5 minuto, en color rojo y t;

= 10 minutos, azul.

En la Figura IV.1.36 se observa que en la medida en que aumenta el tiempo
de inmersion en la solucién de HCIO, y, por tanto, las especies de hierro
presentes en la pelicula se van disolviendo, por un lado se recupera la
respuesta electroquimica inicial del Au y, por otro, HER se desplaza hacia
potenciales cada vez mas negativos. Por tanto, se puede concluir que el

complejo melanina-hierro es esencial para la electrocatalisis descrita.

IV.1.2.7. Tratamiento de peliculas de melanina sobre Au(1l1l) con
EDTANa,

Con objeto de obtener aun mas evidencias acerca del papel que desempefa el
hierro en la respuesta voltamétrica de las peliculas de melanina obtenidas tras
polarizacion catédica a -1.0 V, estos electrodepdsitos fueros sumergidos, para
distintos tiempos, en disoluciones acuosas de la sal disédica del acido
etilendiaminotetraacético, EDTANa,. Cabria esperar que el EDTANa, no solo
eliminase las nanoparticulas tipo Fe3zO,4 presentes en las peliculas sino también
los iones Fe* coordinados octaédricamente al material organico. De hecho, se

ha publicado que el EDTANa, es capaz de extraer el Fe de los granulos de
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melanina-hierro presentes en disolucion sin que se produzcan cambios

apreciables en la morfologia de dichos granulos.*?

Asi, en la Figura IV.1.37 se muestra la respuesta voltamétrica de una
pelicula de eumelanina de t, = 100 minutos tras permanecer diferentes
intervalos de tiempo en contacto con una disolucion 20 mM de EDTANa, en
NaOH 0,1 M.

500 Alll
—~
“ 0

-

(&)
<

s
~ -500-
=
-1000 . : : . : : :
1.6 1.2 -0.8 -0.4 0.0
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Figura IV.1.37. Ciclovoltamogramas estabilizados para una pelicula de melanina de t, = 100
minutos registrados en NaOH 0,1 M a 0.2 Vs™ tras inmersion durante distintos tiempos, t;, en
disoluciéon 20 mM de EDTANas,: t; = 0 minutos, voltamograma de color negro; t; = 1 minuto, rojo;

t; = 10 minutos, verde; t; = 20 minutos, azul.

A la vista del grafico es posible concluir que todos los picos voltamétricos
van disminuyendo en area a medida que aumenta el tiempo de exposicion a la
disoluciéon de EDTANa,, sobre todo la pareja Alll/CIV y, en menor medida All/
Clll. Es evidente que estos picos voltamétricos, como ya se ha comentado,
estan relacionados con la respuesta electroquimica de las particulas ricas en
especies de Oxidos de hierro tipo magnetita resultan mas fuertemente
afectados mientras que los otros picos muestran alteraciones significativamente
inferiores. Por tanto, es posible concluir que las nanoparticulas de oxidos de
hierro son mas rapidamente extraidas de la pelicula mientras que el hierro

coordinado en las nanoparticulas de melanina-hierro va abandonando la misma
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mas lentamente.

En este sentido, hay que decir que la actividad electrocatalitica de las
peliculas de eumelanina que han permanecido en contacto con la disolucion de
EDTANa, para tiempos de inmersion inferiores a diez minutos no exhibid
alteraciones significativas, como se puede ver en la Figura 1V.1.38. Si bien es
cierto que, a lo largo de dicho periodo de tiempo, las nanoparticulas de 6xidos
de hierro son preferentemente extraidas de la pelicula en comparacién con el
hierro coordinado en las nanoparticulas de melanina-hierro cuyos picos
voltamétricos asociados se ven afectados en menor medida. Esta afirmacion se

sustenta en los resultados mostrados de AES, fig. IV.1.11-12.
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—ti = 20 minutos
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-1.6 -1.2 -0.8 -04 0.0
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Figura 1V.1.38. Ciclovoltamogramas estabilizados de una pelicula de melanina de t, = 100
minutos registrados en H,0, 2 mM en NaOH 0,1 M a 0.2 V s™ tras inmersion durante distintos
tiempos t; en disolucion 20 mM de EDTANa,: t; = 0, voltamograma de color negro; t; = 1 minuto,

rojo; t; = 10 minutos, verde; t; = 20 minutos, azul.

Sin embargo, se puede observar que para tiempos de inmersion grandes,
para los que incluso el hierro que estaba presente en las nanoparticulas de
melanina-hierro ha sido extraido de las mismas en gran medida, voltamograma
azul de la fig. IV.1.37, la actividad electrocatalitica de las peliculas se ha visto

drasticamente reducida, voltamograma azul en la fig. 1V.1.38.
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Estas experiencias permiten, por tanto, confirmar lo que ya se habia podido
apuntar en el apartado anterior, es decir, que la actividad electrocatalitica de
las peliculas de eumelanina crecidas sobre Au(111l) con respecto a la
electrorreduccion del peroxido de hidrogeno, estd fundamentalmente
relacionada con el Fe(lll) octaédrico coordinado a las unidades de DHI y/o
DHICA en las nanoparticulas de melanina mientras que las nanoparticulas
ricas en Oxidos de hierro tipo magnetita no son esenciales para la

electrocatalisis.

Sin embargo no se debe obviar la posibilidad de que durante el tratamiento
con EDTANa; se hayan perdido algunos granulos de melanina. De hecho, se
han publicado estudios recientes en los que se demuestra que los iones
metélicos desempefian un papel significativo en el ensamblado de los
componentes organicos no metalicos a la hora de formar estructuras
tridimensionales distribuidas a lo largo del esqueleto proteico dentro de los

granulos.®?

Desde este punto de vista, se decidié afrontar un estudio sistematico por
STM y AFM en modo resonante con el objeto de poder correlacionar la salida
de las distintas especies de hierro con las imagenes topogréaficas obtenidas
para electrodepésitos de melanina sometidos a inmersion para diferentes
tiempos en disolucion 20 mM de EDTANa; en NaOH 0,1 M.

Asi, en la Figura 1V.1.39 se muestran las imagenes STM obtenidas para una

pelicula de t; = 100 minutos tras 10 y 20 minutos de inmersion:
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Figura 1V.1.39. Imagenes STM de alta resolucién de 250 x 250 nm? de: (a) pelicula de melanina
de t; = 100 minutos sobre Au(111), (b) pelicula de melanina sobre Au(111) tras 10 minutos en
20 mM de EDTANa, en NaOH 0,1 My (c) pelicula de melanina sobre Au(111) tras 20 minutos
en 20 mM de EDTANa, en NaOH 0,1 M.
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A la vista de las imagenes STM es posible concluir que la densidad de
particulas que contrastan al STM disminuye significativamente a medida que
aumenta el tiempo de inmersion en EDTANa,. De hecho, mientras que en la
pelicula de eumelanina de sesenta minutos el sustrato de oro se encuentra
totalmente cubierto de nanoparticulas de melanina que reproducen
aproximadamente la topografia del Au(111), en las imagenes correspondientes
a peliculas sumergidas diez y veinte minutos en solucion de EDTANa,, puede

advertirse facilmente la superficie del sustrato.

Se debe destacar que las dimensiones de las nanoparticulas de menor
tamafio que pueden observarse en cada una de las imagenes no parecen
haberse visto apreciablemente afectadas por el tratamiento en EDTANa,. Sin
embargo, si es cierto que empiezan a distinguirse agregados de las mismas,
cuyo numero y dimensiones aumenta significativamente con el tiempo de
inmersion, ver zonas marcadas en rojo y en azul en fig. IV.1.39b vy c,
respectivamente. Por otro lado, se puede apreciar como la superficie del
sustrato de Au(11l) va experimentando un mayor deterioro a medida que

permanece mas tiempo en la disolucion de EDTANas..

Las imagenes STM que se han mostrado hasta ahora confirman lo esperado
a la vista de la respuesta electroquimica de las peliculas tras permanecer
diferentes tiempos sumergidas en disolucion de EDTANay, fig. 1V.1.37. Es
decir, a medida que aumenta el tiempo de inmersién, disminuye la densidad de
particulas que contrastan al STM adsorbidas sobre el sustrato de Au(111).

Sin embargo, cuando se llevd a cabo el mismo estudio pero, en esta
ocasion, por medio de AFM en modo resonante, se obtuvieron las imagenes

gue se muestran a continuacién en la Figura 1V.1.40:
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Figura 1V.1.40. Imagenes AFM de alta resolucion de 500 x 500 nm? de: (a) pelicula de melanina
de t, = 100 minutos sobre Au(111), (b) pelicula de melanina sobre Au(111) tras 10 minutos en
20 mM de EDTANa, en NaOH 0,1 M y (c) pelicula de melanina sobre Au(111) tras 20 minutos
en 20 mM de EDTANa, en NaOH 0,1 M. Secciones transversales representativas de: pelicula
de t, = 100 minutos en color negro (d), pelicula de sesenta minutos tras 10 minutos en 20 mM
de EDTANa, en NaOH 0.1 M en color rojo (e) y pelicula de sesenta minutos tras 20 minutos en
20 mM de EDTANa; en NaOH 0.1 M en color azul (f).

Las imagenes muestran que el sustrato de Au(111) est4, en los tres casos,
completamente cubierto por nanoparticulas de melanina, no siendo visible en
caso alguno la superficie del mismo. Ademas, el andlisis de las secciones
transversales permite advertir un sensible incremento en las dimensiones de
los granulos a medida que aumenta el tiempo de inmersién en EDTANa,. Por
tanto, queda claro que el hierro desempefia un papel importante pero no
decisivo en el mantenimiento de la estructura granular del depdsito, toda vez
que los granulos cambian de tamafio pero sin alterar la morfologia granular del

electrodepaosito.

La diferencia en los resultados de las medidas realizadas por STM y AFM,
lejos de ser una incongruencia, nos aporta informacion muy valiosa acerca de
las propiedades de los materiales presentes en el composite organico-
inorganico. Es importante recordar, llegados a este punto, que el AFM es capaz

de producir imagenes con alta resolucion no sélo de muestras conductoras y
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semiconductoras como sucede con el STM, sino también de superficies

aislantes.

Asi, por medio de las imagenes AFM de la pelicula tras inmersion, fig.
IV.1.48b-c, se puede apreciar una capa de material organico visiblemente
nanoestructurado que desde luego no contrasta, al menos no en toda su
extension, al STM y que permanece sin alteraciones demasiado significativas,
aun tras inmersion en EDTANa,. De manera que, por AFM, se observa que el
sustrato esta totalmente cubierto en todos los casos propuestos. Sin embargo,
los resultados de las medidas realizadas por STM mostraron, a medida que
aumentaba el tiempo de exposicion al EDTANa;, una notable disminucién en el
ndamero de particulas que contrastan, siendo visible la superficie del sustrato
tras largos tiempos de inmersion. También es importante destacar el hecho de
que las dimensiones de las particulas que contrastan al STM, entre 5y 8 nm de
ancho, son ligeramente menores que las que se han podido medir con el AFM,
entre 10 y 20 nm de ancho. Esta circunstancia debe ser atribuida a la
convolucién que causa la sonda debido a la menor agudeza de la punta de

AFM en relacion a la de STM.®

Por tanto, parece razonable considerar que la situacién inicial,
correspondiente a una pelicula de 100 minutos, medida por STM, fig. 1V.1.39a,
en la que el sustrato de oro aparece totalmente cubierto y las particulas de
melanina siguen aproximadamente la topografia del Au(111), corresponde a la
presencia en la pelicula de nanoparticulas ricas en compuestos de 6xidos de
hierro tipo magnetita y de nanoparticulas de melanina que contienen Fe(ll)/
Fe(lll) enlazado tetraédricamente/ octaédricamente al material organico, como
ya se ha demostrado previamente. Sin embargo, en la medida en que dicha
pelicula es sumergida en la disolucion de EDTANa,, y, por tanto, las
nanoparticulas de 6xidos de hierro son rapidamente extraidas de la pelicula
mientras que el hierro coordinado en las nanoparticulas de melanina va
abandonando la misma mas lentamente, fig. IV.1.37, va disminuyendo el
namero de particulas que contrastan al STM. Es decir, la eliminacion del hierro,
tanto del que se encuentra en forma de 6xidos como del enlazado al material

organico, afecta drasticamente al contenido en material conductor o
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semiconductor de la pelicula.

En este sentido, el hecho de que el hierro pueda ser extraido de la pelicula
sin que ésta sufra alteraciones significativas en cuanto a su morfologia granular
se refiere, més allad de un ligero aumento en las dimensiones de las particulas,
coincide con lo ya apuntado en la bibliografia para la eumelanina natural.®® Es
decir, resulta razonable suponer la existencia en la estructura granular de los
electrodepositos de melanina-hierro de una serie de canales que permitiria el
flujo de iones hierro a través de la pelicula sin que su estructura se vea

notablemente afectada.

Tomando en consideracién la compleja composicién del biopolimero de
partida parece razonable que existan diferentes tipos de fuerzas
intermoleculares que puedan desempeiiar un papel relevante en el proceso de
ensamblado de los electrodepoésitos durante el crecimiento de las peliculas.
Asi, las interacciones T-Tm deberian ser la fuerza dominante entre los
oligdbmeros de DHI y DHICA. Por el contrario, las interacciones Fe-oligdmero y
los enlaces de hidrégeno que se pudieran establecer entre los distintos
complejos Fe-oligbmero podrian determinar la orientacion de los mismos en el
apilamiento 1. De hecho, parece claro que las especies Fe(lll)-melanina
favorecen el apilamiento de agregados de melanina en todas direcciones
probablemente porque la coordinacion del Fe(lll) implica a multiples ligandos
orientados en las tres dimensiones, tal y como se ha propuesto a partir de los
datos de rayos X.'*°

Por lo tanto, en lo que sigue se ha tratado de investigar la incidencia del
hierro en la formacion y el crecimiento de las peliculas de eumelanina sobre
Au(111). A tal fin, se ha llevado a cabo la siguiente experiencia: en este caso,
las peliculas se hacen crecer a partir una solucién que contiene 0,3 g L™ de
eumelanina y 20 mM de EDTANa, en NaOH 0,1 M. Esto tendria por objeto,
considerando la estructura de ligando hexadentado del EDTA, complejar
completamente el i6n Fe(lll) de coordinacion octaédrica presente en la
eumelanina sintética y, por consiguiente, evaluar qué efecto ejerce dicho i6n

sobre la formacion y la morfologia de la pelicula bajo polarizacion catédica de
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-1,0 V sobre Au(111).

Con la intencion de obtener evidencias acerca de la existencia o no de
pelicula de eumelanina sobre el Au(111) en la citada experiencia, se llevaron a
cabo medidas de STM y AFM de la pelicula crecida en las condiciones
experimentales anteriormente mencionadas, es decir, 100 minutos a -1,0 V en
disolucién 0,3 g L™ de eumelanina y 20 mM de EDTANa, en NaOH 0,1 M,

cuyos resultados se muestran en la figura IV.1.41.
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Altura  0.24 nm 0.33 nm 0.31 nm
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Figura IV.1.41. (a) Seccion transversal de una imagen STM de 250 x 250 nm® de una pelicula
de t, = 100 minutos crecida en disolucién 0,3 g L de melanina sintética en 20 mM de
EDTANa, en NaOH 0,1 M. (b) Imagen AFM 3D de 500 x 500 nm? de la misma pelicula. (c)
Seccidn transversal mostrando las dimensiones de las fibras (c).
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Cuando se comparan los resultados obtenidos al preparar la pelicula de
eumelanina en presencia de EDTANa, 20 mM, fig. IV.1.41a, con un
electrodeposito del mismo tiempo de adsorcion preparada de la manera
convencional, fig. IV.1.39a, se observa como el nimero de particulas que
contrastan al STM es ahora mucho mas reducido, siendo perfectamente visible
la superficie del sustrato de Au(111). En general, se podria concluir que la
formacién en la disolucién de trabajo de un complejo tan estable como es el
Fe(ll)-EDTA dificultaria enormemente la electroadsorcion de la eumelanina
sobre el sustrato de Au(111), con lo que el hierro jugaria, por tanto, un papel

fundamental en dicha adsorcién.

Existe otro hecho especialmente interesante en relacion al tamafio de las
particulas adsorbidas sobre al sustrato: ya se ha comentado que, en las
primeras etapas de formacion de las peliculas convencionales, las unidades
mas pequefas presentes en la misma, de entre 5y 8 nandmetros de ancho por
entre 0,3 y 1 nanémetro de altura, forman, por un proceso de autoensamblado
electroquimico, agrupaciones ordenadas que reproducen aproximadamente la
topografia del Au (111), fig. IV.1.39a. Sin embargo, cuando la pelicula es
preparada en presencia de EDTANa,, el tamafio de particula que contrasta al
STM es sensiblemente superior, con nanoparticulas cuyas dimensiones oscilan
entre 12 y 18 nandmetros de ancho por entre 0,3 y 1,2 nanémetros de alto, fig.
IV.1.41a. En este sentido, ya se ha comentado que existen evidencias
significativas, obtenidas por SEM y AFM, de que la eumelanina natural esta
formada por pequefias particulas de talla nanométrica, entre 10 y 20 nm, que
se agregan, en una fase posterior, dando lugar a la formacién de granulos, en

torno a 150 nm aproximadamente.’

De la misma forma que sucedia en las experiencias anteriores tras inmersion
en disolucion de EDTANa,, fig. 1V.1.40, puede observarse por AFM en la fig.
IV.1.41b la presencia de una gran cantidad de material biorganico no conductor
que, por tanto, no contrasta al STM. Sin embargo, en este caso y a diferencia
de los anteriores, en imagenes de campos grandes si resulta posible apreciar
la superficie del sustrato de Au(111), lo cual confirma la importancia del papel

gue desempefia el hierro en el ensamblado de las peliculas de eumelanina.
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Alun mas relevante resulta el hecho de que, en este caso, los agregados de
oligbmeros de eumelanina se estructuran configurando un arreglo

bidimendional de estructuras fibrilares inteconectadas.

Esta morfologia fibrilar de los electrodepoésitos crecidos en EDTANa, se
hace aun mas patente en el caso de peliculas de mayor espesor. Asi, en la
Figura IV.1.42 se muestra la imagen AFM 3D registrada para una pelicula de

ta = 24 horas.

Maa /

WA

Altura 1.28 nm 1.60nm
Distancia 13.75nm 13.92 nm

250 500

d/ nm

Figura 1V.1.42. (a) Imagen AFM 3D de 500 x 500 nm? de una pelicula de t, = 24 horas crecida
en disolucién 0,3 gL™ de melanina sintética en 20 mM de EDTANa, en NaOH 0,1 M. (b)

Seccidén transversal mostrando las dimensiones de las fibras.

Tal y como se desprende de la comparaciéon de las peliculas de diferente
espesor, se puede concluir que el aumento en el tiempo de adsorcion trae

como consecuencia un aumento en las dimensiones de las estructuras
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fibrilares que configuran el electrodeposito, fig. 1V.1.41c- IV.1.42b, resultando
aun accesible, incluso en las peliculas mas gruesas, la superficie del sustrato.
Por lo tanto, la no incorporacion del hierro junto a los oligdmeros de melanina
durante el crecimiento de la pelicula condiciona significativamente la morfologia
de la misma pues parecen estar favorecidas las interacciones T-TT entre
oligdmeros que darian lugar a apilamientos longitudinales monodimensionales
que a su vez podrian empaquetarse junto a otros analogos a éstos mediante
puentes de hidrogeno definiendo asi estructuras alargadas pseudofibrilares
como las que exhiben las peliculas analizadas en las fig. 1V.1.41-42. De hecho,
se ha descrito en la bibliografia el ensamblado de derivados fenilénicos
bésicamente planos, como lo son el DHI, DHICA y sus oligobmeros de menor
tamafo, que, una vez adsorbidos y en funcién de la naturaleza del sustrato,
pueden dar lugar a arquitecturas supramoléculares fibrilares similares a las

mostradas.”

En cualquier caso, en lo que respecta a la respuesta electroquimica de estas
peliculas, ver Figura 1V.1.43, hay que decir que, pese a la existencia de esta
capa de material organico escasamente conductor, con bajo o practicamente
nulo contenido en hierro, adsorbida sobre el sustrato de Au(11l) en las
condiciones ya comentadas, y mas alld& de un ligero ensanchamiento
observado en la regiéon de doble capa del sustrato asi como de una poco
significativa disminucion del area electroquimica implicada en la formacion y
reduccion de la monocapa de AuO, no resulta posible identificar densidad de
corriente  alguna debida a la contribucibn de procesos faradaicos
correspondientes a especies de hierro o al sistema quinona/ semiquinona/
hidroquinona.
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Figura IV.1.43. Ciclovoltamogramas registrados a 0,2 Vs™ en NaOH 0,1 M de: Au(111),
en color negro, y de peliculas de melanina crecidas en 20 mM de EDTANa, en NaOH

0,1 M, t, = 100 minutos, en rojo y t, = 24 horas, azul.

Por tanto, se puede concluir que las peliculas de melanina
electrodepositadas en presencia de EDTANa; resultan ser
electroquimicamente inactivas o, en su defecto, la cantidad total de material
electrodepositado sobre la superfcie del sustrato es aun insuficiente como para

producir una respuesta electroquimica apreciable.

No obstante, llegados a este punto hay que tener en cuenta que en
determinados estudios en los que se defiende y se trata de justificar el modelo
de apilamiento 1T de oligdmeros, también se demostré la existencia de algunas
de las especies oligoméricas propuestas en el modelo heteropolimérico
primigenio de Raper-Mason basado en la presencia de formas poliméricas
extendidas mediante enlaces aleatorios entre unidades de DHI y DHICA.” De
esto se deduce gque ambos modelos de apilamiento pueden no ser excluyentes
Yy, en consecuencia, podrian coexistir simultaneamente en la melanina, al
menos hasta cierto punto. En el caso de los electrodepdsitos de melanina-
hierro, parece claro que la presencia del Fe(lll), de acuerdo a los datos
descritos en la bibliografia y a nuestros propios resultados experimentales,

favorece el primer modelo dando lugar a la formacion de peliculas de
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morfologia granular en las que las dimensiones de las nanoparticulas coinciden
con los datos descritos en la bibliografia y con la estructura secundaria de
particulas de entre 10 y 20 nm, propuesta en el modelo de apilamiento 1T de
oligéméros.’ Sin embargo, la formacién en la disoluciéon de partida de un
complejo tan estable como es el hierro-melanina-EDTA hace que la adsorcion
de tales especies sobre el sustrato no sea posible en estas condiciones, de
forma que serian los oligdbmeros extendidos, correspondientes al segundo
modelo, el de Raper-Mason, los que hipotéticamente se incorporarian a la
superficie del sustrato, configurando el arreglo bidimensional de estructuras
fibrilares alargadas interconectadas caracteristicas del mismo y que se
muestran en las fig. IV.1.41y IV.1.42.

Por su parte, en lo que respecta a la respuesta electroquimica inactiva
exhibida por los electrodepositos de melanina crecidos en presencia de
EDTANa,, hay que decir que si bien la naturaleza tipo quinona/ semiquinona/
hidroquinona de las subunidades de melanina constituye una base razonable
para explicar las presumibles propiedades rédox de estas peliculas,
especialmente en ausencia de especies Fe-melanina, también es cierto que la
estabilidad quimica de estos grupos quinona no se conoce completamente.®
De hecho, tales grupos son fundamentalmente ortoquinonas, o-quinonas,
presentes en los monémeros DHI y DHICA. Sin embargo, a diferencia de las p-
quinonas, las o-quinonas son altamente inestables.”” En principio, se ha
propuesto que su estabilizacion en las melaninas proviene, en primer lugar, de
la existencia de enlaces covalentes entre las subunidades de melanina y, en
segundo lugar, de su posterior apilamiento mediante interacciones -1 en
agregados moleculares.” La carencia de estas (ltimas, en el caso de los
oligbmeros extendidos de Raper-Mason, dificultarian sobremanera su
estabilizacion dando lugar a peliculas electroquimicamente inactivas como las

mostradas en la fig. IV.1.43.
IV.1.3. Conclusiones

Hemos preparado mediante un método electroquimico potenciostético peliculas

ultradelgadas y nanoestructuradas sobre sustratos de Au a partir de soluciones
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alcalinas de eumelanina sintética. En las primeras etapas de formacion de las
peliculas se obtienen agrupaciones ordenadas de nanoparticulas de
dimensiones comprendidas entre 5 y 8 nm que exhiben una fuerte influencia
del sustrato. En etapas mas avanzadas se obtienen peliculas tridimensionales
de morfologia granular cuyo tamafio de particula es similar al que se ha
descrito en peliculas de eumelanina preparadas por evaporacion. Estos
electrodepositos son activos electroquimicamente en el rango de potenciales
comprendido entre -1,2 V y -0,35 V donde exhiben pares rédox bien definidos,

dependiendo el grado de desarrollo de los mismos del espesor de la pelicula.

Los resultados de las medidas de XANES, AES, XPS, MFM y voltametria
ciclica confirman la presencia de dos tipos de hierro en las peliculas: por un
lado nanoparticulas de éxidos de hierro tipo magnetita, por otro hierro enlazado
en las nanoparticulas de melanina. Por tanto, el sistema puede ser considerado
como un composite organico-inorganico, nanoestructurado, con propiedades
magnéticas y electrocataliticas exaltadas. De hecho, el sistema melanina-hierro
cataliza eficientemente la reduccion del peréxido de hidrogeno en el rango de
potenciales donde la pelicula es electroquimicamente activa. Esta actividad
electrocatalitica  se relaciona en mayor medida con los iones hierro
coordinados a las unidades catecol en configuraciones tetraédricas u
octaédricas. Sin embargo, las propiedades magnéticas de los electrodepdsitos
se atribuyen fundamentalmente a las nanoparticulas de oOxidos de hierro

atrapadas en la matriz organica durante el crecimiento de las peliculas.

Los resultados de estos estudios, recientemente publicados,’® son
importantes en la medida en que ofrecen la posibilidad de sintetizar, facilmente
y a bajo coste, un sistema biomimético que permitiria estudiar la influencia que
ejerce la estructura de la melanina, esto es espesor de la pelicula y tamafio de
particula, sobre la incorporacion y almacenamiento de Fe y su relacion con la
actividad peroxidasa y el estrés oxidativo en los melanosomas debido al
sistema hierro-melanina. Por su parte, la interaccion existente entre los
granulos de melanina y las nanoparticulas de oxidos de hierro hacen de este
biopolimero un candidato idéneo para el recubrimiento de nanoparticulas de

hierro con polimeros biocompatibles para su uso en aplicaciones bioquimicas y
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.2. ADSORCION Y CONDUCTANCIA MOLECULAR DE PELICULAS DE
MELANINA SOBRE Au

l |na vez preparados y caracterizados por diferentes técnicas los
electrodepositos de melanina sobre Au(111), el objetivo de este segundo
capitulo se centra en el estudio de

la adsorcion y de las propiedades

electronicas de los oligébmeros de
melanina incorporados sobre este
sustrato. Se demostrara que la

minima unidad estructural de la

melanina, detectada bajo
diferentes condiciones de
adsorcion, es consistente con un

modelo de protomoléculas de

melanina basado en tetrdmeros
macrociclicos formados por cuatro unidades monomeéricas. Se llevara a cabo
una aproximacion tanto tedrica como experimental a los efectos de la
polimerizacion en las propiedades electronicas de estos depdsitos de melanina.
Ademas, se probard que el espesor de estas peliculas continuas y
ultradelgadas del biopolimero determina las caracteristicas conductoras
exhibidas por las mismas. Por ultimo, se procedera a la descripcion del método
experimental desarrollado y de los resultados de fotocorriente inducidos tras la

iluminacioén de peliculas de melanina con un haz de luz blanca.

IV.2.1. Antecedentes

A pesar de la notable importancia de las melaninas desde un punto de vista
meédico y biologico que ha motivado décadas de investigacion por parte de la
comunidad cientifica, tanto la estructura como la composicion y modos de
agregacion en fase condensada de esta clase de pigmentos estan auln
bastante lejos de ser satisfactoriamente esclarecidos.® En fase condensada la

eumelanina es descrita como un sistema intrinsecamente desordenado aunque
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con un orden estructural parcial debido al ensamblado de unidades de
oligdmeros (protomoléculas) en una direccibn perpendicular al plano
molécular.? En una primera aproximacion se acepta que las eumelaninas estan
constituidas por macromoléculas de 5,6-dihidroxiindol (DHI) y 5,6-dihidroxiindol-
2-4cido carboxilico (DHICA) y sus distintas formas oxidadas.® Sin embargo, adn
no ha sido posible establecer de forma univoca la forma en la que los
mondmeros individuales se unen para formar las protomoléculas de melanina
(protomelanina). De hecho, la elucidacion de este mecanismo pasa por ser el
punto de partida para la construccion de nuevos modelos que permitan
establecer relaciones consistentes entre la estructura, propiedades y funciones
desarrolladas por las melaninas. Por tanto, de acuerdo a lo expuesto, la
estructura quimica de las protomelaninas tiene importantes consecuencias en

sus propiedades optoelectronicas.

Las melaninas ofrecen propiedades fisicoquimicas muy interesantes entre
las que destacan su fotoactividad, su respuesta electroquimica y su
comportamiento como semiconductor eléctrico amorfo.*> La combinacion de
las propiedades épticas y electronicas en las melaninas ha atraido la atencion
de la comunidad cientifica en aras de su potencial aplicacion como sustratos
para el disefio de células solares organicas y otros dispositivos electrénicos
novedosos.® En particular, la eumelanina sintética utilizada en nuestras

experiencias es quimica y fotoquimicamente muy estable.®

Recientemente se ha demostrado mediante calculos ab initio que las
distancias entre el orbital molecular ocupado de mayor energia (HOMO) vy el
orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO), gap, de distintos
derivados rédox de DHI son apreciablemente diferentes.” También se ha
demostrado que varias formas rédox de DHI y DHICA (hidroquinona, HQ,
quinona-imina, QI, e indol-quinona, 1Q) son estables termodindmicamente.® Por
tanto, se puede concluir que se puede formar una amplia variedad de
oligdbmeros, quimicamente distintos, cada uno con una diferente distancia
HOMO-LUMO. Una vez mas, establecer estas unidades estructurales béasicas
permitiria definir modelos consistentes para el transporte de carga en

materiales biorganicos tan complejos como las melaninas. Asi, si bien se ha
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descrito cominmente a las melaninas como semiconductores amorfos,® no se
ha podido establecer si la conductividad observada es de naturaleza
electrénica.’ De hecho, las melaninas son bien conocidas por sus gran
capacidad de absorcion Optica que se extiende desde el ultravioleta (UV) al
infrarrojo cercano (NIR). Estas propiedades se han interpretado precisamente
como una evidencia de su caracter como semiconductor organico amorfo.™
Ademas en su funcidbn como fotoprotector, las melaninas absorben radiacion
visible y UV y disipan esta energia tan potencialmente dafina en forma de
fundamentalmente calor.’* Es precisamente la combinacién de estas
propiedades Opticas y electronicas lo que ha atraido la atencion de la
comunidad cientifica sobre estas macromoléculas bioldgicas. La preparacion
de la melanina sintética, comunmente aceptada como representativa de las
eumelaninas naturales,'* implica la oxidacién de la dihidroxifenilalanina
(DOPA). El polvo negro resultante es insoluble en la mayor parte de los
disolventes con lo que no resulta facil de tratar por los métodos convencionales
de procesado de polimeros. Por tanto, a la vista de lo expuesto, la preparacion
de peliculas de melanina con una estructura definida sobre un sustrato
conductor es determinante para poder abordar con garantias el estudio de la
conductancia eléctrica de este tipo de polimeros.

En los ultimos tiempos varios son los grupos de investigacion que han sido
capaces de producir peliculas de eumelanina sintética®® y también de derivados

¥ Incluso se han descrito

de melanina solubles en disolventes organicos.
determinados dispositivos que incorporan eumelanina sintética y que exhiben

propiedades optoelectrénicas exaltadas.’®

En este sentido, nosotros hemos demostrado recientemente que es posible
preparar por medios electroquimicos peliculas ultradelgadas vy
nanoestructuradas de melanina sobre Au(111).* Tales peliculas son
interesantes como modelo biomimético para estudiar la etapa inicial de
adsorcion de las primeras moléculas sobre superficies bien ordenadas, su

conductancia y sus propiedades fotoeléctricas.
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La habilidad para determinar in-situ propiedades optoelectréonicas de
determinados materiales semiconductores ha llegado a ser especialmente
importante a medida que las dimensiones de los dispositivos de estos
materiales ha ido disminuyendo y el desarrollo de microsistemas, cada vez mas
complejos, se ha visto incrementado con el tiempo. Existe, por tanto, un
especial interés en desarrollar métodos que permitan, por ejemplo, obtener
espectros UV/ visible o IR/ Raman de determinadas moléculas y de sus
agregados y, simultdneamente, llevar a cabo una caracterizacion de las

mismas por microscopias de barrido de sonda.

En este sentido, la microscopia de efecto tinel, STM, podria ser usada para
registrar, en imagenes de alta resolucion, la fotorrespuesta local producida tras
irradiacion. En los ultimos tiempos se han realizado importantes estudios sobre
el efecto de la irradiacién del conjunto punta muestra'’ asi como intentos de
observar centros de reaccibn en las superficies de materiales
semiconductores.'® Asi, ha sido posible investigar el efecto que tiene sobre la
corriente tunel la excitacion de determinados adsorbatos moleculares con

radiacién UV/ visible.®

En esta linea de razonamiento se ha hecho uso recientemente del STM
para registrar fotorespuestas localizadas sobre superficies metalicas, tras
irradiar Au(111) y clusteres de Ag sobre Au(111) con luz de 830 nm.?° Por
tanto, de acuerdo a lo comentado, tanto el STM como la espectroscopia de
efecto tunel (STS) pasan por ser herramientas muy poderosas no solo para la
obtencion de imagenes sino también para la medida local de las propiedades
electronicas de estas peliculas de melanina sintética bajo irradiacion con luz

blanca.

Paralelamente a las experiencias descritas, se debe afadir que se han
llevado a cabo toda una serie de estudios tedricos que han permitido
caracterizar profundamente y que ademdas han proporcionado informacién
detallada sobre los monémeros de DHI, DHICA, sobre sus quinonas y sus
oligbmeros mas probables.®?* En este sentido se ha de destacar que

recientemente se ha propuesto, apoyandose en estudios basados en la Teoria
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del Funcional de la Densidad (DFT), un modelo estructural de oligbmero
consistente en tetrameros constituidos por cuatro mondémeros dispuestos de tal
forma que alojan en su interior un anillo tipo porfirina.? Se estima que tales
tetrameros macrociclicos constituyen las protomoléculas de melanina que por
asociacion definen el biopolimero. Tal afirmacién se justifica en el hecho de que
reproducen exactamente muchas propiedades importantes de las melaninas
como serian los datos de rayos-X, su habilidad para capturar y liberar iones
metéalicos en ambientes celulares, las caracteristicas fundamentales de sus
espectros y sus dimensiones coinciden, ademas, con las detectadas para la
protomelanina.??*?® Desde este punto de vista parece razonable llevar a cabo
un estudio por DFT que permitiera obtener informacion acerca de la estructura,
la energia de adsorcion y de la estructura electronica de las protomoléculas de

melanina adsorbidas sobre Au(111).

IV.2.2. Caracterizacion de la adsorcion y conductancia de moléculas de

melanina sobre Au(111)

En el presente capitulo se describe un estudio que combina resultados tanto
experimentales como tedricos registrados a partir de peliculas de melanina
sintética  preparadas bien por inmersibn o bien depositadas
electroquimicamente sobre Au(111).!® Tales resultados han sido obtenidos

principalmente por medio de medidas de STM y STS.

Con objeto de obtener informacion relevante sobre la estructura, energia de
adsorcion y la estructura electrénica de las moléculas de protomelanina
adsorbidas sobre el Au(111) se recurrid a calculos basados en la teoria del
funcional de la densidad, DFT. Los modelos quimicos utilizados en el presente
estudio son dos tetrAmeros macrociclicos propuestos comunmente en la
bibliografia como algunos de los oligbmeros constituyentes fundamentales de
las melaninas.? En la Figura IV.2.1 se muestran los monémeros fundamentales
de DHI, fig. Iv.2.1a, y DHICA, fig. IV.2.1b, que exhiben ademas distintos
estados de oxidacién: indol-quinona, semiquinona e hidroquinona. Uno de los
tetrameros, IHHH, fig. 1V.2.1c, esta constituido por una unidad indol-quinona, I,
y por tres unidades hidroquinona, H. El otro, IMIM, fig. 1V.2.1d, esta formado
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por dos unidades indol-quinona, I, y por dos semiquinona, M.
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Figura 1V.2.1. DHI (a). DHICA (b). Esquema que muestra los diferentes estados de oxidacion
de DHI y DHICA (c). Tetramero IHHH (d) y tetrdmero IMIM (e). N (azul), C (gris), O (rojo) y H

(blanco).

IV.2.2.1 Caracterizacion por STM de peliculas de melanina sobre Au(111)

En primer lugar se decidio estudiar las etapas iniciales de adsorcion con objeto
de detectar las unidades de melanina de menor tamafo presentes en la
superficie de Au(111). A tal fin se adsorbié melanina a partir de una disolucién
alcalina de eumelanina sintética durante t, = 10 minutos a potencial de circuito
abierto, OCP. En la Figura IV.2.2 se han representado las imagenes STM de la
superficie del Au(11l) tras la inmersion en la solucion de melanina que
mostraron la presencia en la misma de pequefas particulas de entre 1,6-3,2
nm de ancho y de aproximadamente 0,3 nm de altura, valor éste similar a la

separacion entre capas encontrada en el grafito, fig. IV.2.2a.
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Figura IV.2.2. Imagen STM de 70 x 70 nm? de depdsito de melanina de t, = 10 minutos a OCP
sobre Au(111), (a). La linea negra indica el lugar donde se ha tomado la seccién transversal,

panel superior derecha. (b) Andlisis 2D de frecuencias, PSD, tomada en la imagen (a).

La presencia de los elementos estructurales descritos presentes en la
superficie del Au(111) se pone en evidencia en el analisis 2D de frecuencias
(PSD) de las imagenes obtenidas, fig. IV.2.2b, que muestra picos destacados
en el rango comprendido entre 1,6 y 3,2 nm. Estos resultados son consistentes
con la existencia de una protomolécula de melanina y de pequefios oligdmeros

organizados en una estructura tipo grafito.

Las unidades de menor tamafio, de 1,6 nm, exhiben unas dimensiones
préximas a las que exhiben los tetrameros descritos en la fig. 1V.2.1d-e (de 1,5
nm). Por su parte, las particulas de 3,2 nm podrian corresponder a pequefios
oligbmeros constituidos a su vez por cuatro de los tetrAmeros anteriores, tal y
como se muestra en la Figura 1V.2.3 sobreimpreso sobre una de estas

particulas.
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Figura IV.2.3. Imagen STM de 5 x 5 nm® de una particula de 3,2 nm de diametro obtenida en un
depdsito de melanina de t, = 10 minutos a OCP sobre Au(111). Sobre la particula se ha
representado un esquema de cuatro tetrameros formando un oligdbmero. En la figura también
se han indicado los posibles estados de coordinacion del Fe: Fe tetraédrico, esquina inferior
izquierda, y Fe octaédrico, esquina inferior derecha. Los atomos de N se han representado en
color azul, los de O en color rojo, Fe en verde, C en gris e H en blanco. Las imagenes STM se

obtuvieron con un potencial bias de 1,0 V y para corriente tinel de 0,35 nA.

No obstante, hay que tener en cuenta que las peliculas preparadas en
condiciones de OCP son, en general, discontinuas dejando amplias areas del
sustrato sin cubrir tal y como se puede apreciar en la fig. IV.2.2a. Con objeto de
incrementar la calidad de la pelicula, se ha adsorbido melanina a partir de
soluciones alcalinas que la contienen por polarizacion catodica a -1,0 V del
sustrato de Au(111) durante t, = 10 minutos.® La imagen STM representada en
la Figura IV.2.4 muestra que, en este caso, la superficie del Au(111) aparece
homogéneamente cubierta por los oligdbmeros de 3,2 nm mostrados

anteriormente. La seccion transversal, fig. IV.2.4a, y la PSD de la imagen, fig.
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IV.2.4b, ponen de manifiesto este hecho.
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Figura 1V.2.4. Imagen STM de 70 x 70 nm? de la superficie del Au(111) tras inmersion durante
10 minutos en solucién 0,3 g L™ de melanina sintética en NaOH 0,1 M a -1,0 V (a). La linea
negra indica el lugar donde se ha tomado la seccidén transversal, panel superior derecha. (b)
Analisis 2D de frecuencias, PSD, tomada en la imagen (a). Las imagenes STM se obtuvieron

con un potencial bias de 1,0 V y para corriente tanel de 0,35 nA.

El aumento en el tiempo de adsorcion, tal y como se mostré en el capitulo
anterior, da como resultado la formacién de peliculas mas compactas formadas
por agregados de mayor tamafio. Asi, en la Figura IV.2.5 se muestra la imagen
STM de un electrodepdsito de melanina de t, = 45 minutos. Tanto la propia
imagen, fig. IV.2.5a, como el analisis realizado por PSD, fig. IV.2.5b, muestran
la presencia en la superficie del sustrato de granulos de melanina cuyas
dimensiones varian entre 3 y 8 nm, con un tamafio promedio de particula de
5,8 nm. Sin embargo la influencia de la superficie del sustrato de Au(11l) es
aun perceptible a través de las caracteristicas formas triangulares que ofrecen
las terrazas y que todavia estdn presentes en las imagenes. Este hecho
implicaria que las peliculas de melanina involucrarian a sélo unas cuantas
monocapas. De hecho, asumiendo que la altura de los agregados, de entre 0,6
y 1 nm, fig. IV.2.5c, constituye una medida representativa del espesor de la
pelicula y, de acuerdo a lo expuesto anteriormente, considerando la distancia
de 0,33 nm como la separacién entre capas de oligbmeros de melanina, se

puede estimar la existencia de entre 2 y hasta 3 monocapas de oligobmeros de
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Figura IV.2.5. (a) Imagen STM 3D de 250 x 250 nm” de la superficie del Au(111) tras inmersion
durante t, = 45 minutos en solucién 0,3 g L™ de melanina sintética en NaOH 0,1 M a -1,0 V. (b)
Andlisis 2D de frecuencias, PSD, tomada en la imagen (a). (c) Seccién transversal
caracteristica que muestra particulas de melanina sobre la superficie del Au(111l) con
dimensiones comprendidas entre 3y 8 nm. La linea de color negro indica el lugar donde se ha
tomado la seccion transversal, panel inferior izquierda. Las flechas en color rojo indican un
escalén monoatomico de Au. Las imagenes STM se obtuvieron con un potencial bias de 1,0 V

y para corriente tinel de 0,35 nA.

La estructura de los oligdbmeros de melanina que se ha mostrado en la fig.
IV.2.3 pone de manifiesto la incorporacion de cationes metalicos en los
tetrAmeros, Fe en el caso descrito, propiedad ésta de gran relevancia en las
melaninas naturales. De hecho, cada tetrdmero, fig. 1V.2.1d-e, exhibe sus
atomos de oxigeno en la periferia de la molécula mientras que deja sus atomos
de N orientados hacia el centro definiendo asi un anillo tipo porfirina. Por tanto
existen dos posibles sitios para la coordinacion de cationes metalicos: el
primero creado por los cuatro atomos de oxigeno de cuatro tetrdmeros
adyacentes, como se ha descrito en la fig. IV.2.3, y el segundo corresponderia
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a los cuatro atomos de N ubicados en el centro de cada anillo porfirinico.

En este sentido hay que decir que los espectros XPS, obtenidos para
peliculas de melanina de t; = 120 minutos, de hecho indican que el O
representa el ambiente preferido para los iones Fe. Tales espectros se

muestran en la Figura 1V.2.6:

[ a Fe2p ]

Cuentas /u.a.
Cuentas / u.a.

730 725 720 715 710 705 408 408 404 402 400 2398 398 394
Energia de Enlace / eV Energia de Enlace / eV

Figura 1V.2.6. Espectros XPS: (a) sefial Fe 2p para peliculas de melanina de 120 minutos sobre
Au(111) en color negro, (b) sefial de N 1s para melanina en polvo evaporada sobre Au(111) en

color azul y para pelicula de melanina sobre Au(111) en color rojo.

Es mas, los espectros de N 1s exhiben dos componentes a 399 eV y 400,3
eV. Tales valores no son consistentes con una hipotética coordinacion catién
metalico-N que mostraria una energia de enlace de 398,4 eV.?* Por tanto, en
peliculas de melanina de una monocapa de espesor el cation metalico deberia
interaccionar con la superficie del Au mientras que para peliculas formadas por
multicapas, el cation estaria ubicado entre capas de oligémeros en los granulos

de melanina.
IV.2.2.2 Estudio tedrico de la adsorcion de melanina sobre Au(111)

Con objeto de estudiar la adsorcion de las protomoléculas de melanina sobre el
Au(111) se recurri6 a calculos de DFT basados en modelos periédicos con
ondas planas. Se hizo uso de la aproximacion del gradiente generalizado (GC)
con el pseudopotencial PW91. Las funciones de onda de un electrén fueron
expandidas hasta un cuttoff de 450 eV. Para tener en cuenta las interacciones
van der Waals de largo alcance entre las protomoléculas y la superficie del

Au(111) se utilizo el método de Grimme a través del cédigo DFT-D2, todo ello
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implementado en el programa de calculo ab-initio, VASP 5.2. La superficie
metalica fue modelizada con un slab de 4 capas de Au mas una capa de vacio
de 12 A. Durante los célculos de adsorcién se permitié relajar sin ninguna
restriccion todas las coordenadas de las protomoléculas, asi como las 2
primeras capas de metal. La energia de adsorcion del tetramero se define

como:

E ds = Etetrémero/Au_ EAu_ Etetrémero
ads —

tetramero/Au Au
donde E , E

E'€"aMer® rapresentan la energia total del sistema , la de

y
la superficie limpia y la del tetramero aislado. Los numeros negativos de Eags

indican que el proceso de adsorcion es exotérmico.

Asi, en la Figura IV.2.7 se han representado las geometrias optimizadas de
los tetrameros IHHH Y IMIM:

Figura IV.2.7. Vista cenital de las geometrias optimizadas de los tetrameros IHHH (a) y
IMIM (b) adsorbidos sobre la superficie del Au(111). Vista lateral de los tetrdmeros
adsorbidos (c y d). N (azul), C (gris), O (rojo), H (blanco) y Au (dorado).

Los adsorbatos se han dispuesto de forma que el plano de la molécula
guede paralelo a la superficie metalica, fig. IV.2.4a-b. La eleccién de esta
configuracion se justifica de acuerdo a los datos experimentales recabados por
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STM donde la altura medida para los oligdmeros de melanina estaba en torno a
los 0,33 nm, indicando asi que se ubican paralelamente a la superficie del
Au(111). Esto, desde luego, parece razonable si se tiene en cuenta que los
oligbmeros aparecen sobre el electrodo a un potencial de -1,0 V, mas negativo
por tanto que el potencial de carga cero (ZCP) del Au(111).® De hecho se ha
demostrado que la adsorcion de moléculas aromaticas que contienen atomos
de N tales como la piridina tiene lugar de forma paralela a la superficie metalica
cuando el Au(11ll) esta cargado negativamente mientras que se levantan a
potenciales mas positivos que el ZCP del sustrato.”®> También se ha descrito
que las moléculas de piridina y de pirazina, a potenciales negativos, involucran
a sus orbitales 1 en su interaccién con la superficie del Au. Sin embargo, a
potenciales aplicados positivos, es el par de e no enlazante del N el

responsable de la interaccién con la superficie metalica.?®

Las geometrias optimizadas de los tetrdameros IHHH/ IMIM mostradas en las
fig. IV.2.7c-d estan ligeramente alabeadas con respecto a los oligobmeros
inicialmente planos, fig. 1V.2.1d-e. La altura promedio de los atomos presentes
en los tetrdmeros es de 0,3 nm lo que estaria completamente de acuerdo con
los resultados experimentales obtenidos a partir de las imagenes STM. Se
debe advertir que son los oxigenos carboxilicos en C5 y los atomos de carbono
C4 de fragmentos de indol-quinona (1) los mas proximos a los &tomos de Au
presentes en la superficie metalica en relacion al resto de atomos en ambos
tetrameros. Tales posiciones, a una altura de 0,24 nm, se han destacado con
un rectangulo en negro, fig. IV.2.7a-d. Estos resultados estarian de acuerdo
con los obtenidos en el caso de célculos de DFT realizados para triptofano
sobre nanoparticulas de Au donde el enlace se asigné tanto a los grupos
carboxilicos como indélicos.?” Ahora bien, también es cierto que, una vez
adsorbidos, los tetrameros pierden cierto grado de conjugacién 1T ya que la
estructura intramolecular de los tetrameros experimenta sutiles cambios entre
los que destaca el incremento en la distancia de enlace C=0 en el C5 tras la

adsorcion.

Las energias de adsorcion (Eag) calculadas para los tetrdmeros, sin tener en

cuenta las interacciones de van der Waals (vdW), fueron -1,25 eV para IMIM y -
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0,71 eV para IHHH. La magnitud de estos valores indica un proceso de
quimisorcion relativamente débil. En cualquier caso, queda claro que la simple
fisisorcion queda descartada toda vez que la distancia mas corta registrada
entre el atomo de carbono mas bajo y la superficie del Au, de 0,24 nm, es mas
pequefia que la suma del radio de vdW del Au, 0,166 nm, y del C, 0,17 nm. Sin
embargo, cuando se incluyen las interacciones de vdW en los célculos, las
energias de adsorcion aumentan hasta los -6,4 eV para IMIM y -5,7 eV para
IHHH, es decir, aproximadamente -1,5 eV para cada unidad monomérica. Estos
resultados indican que las fuerzas de vdW son cruciales para ligar fuertemente
los tetrameros a la superficie del Au(111). En este sentido hay que decir que se
han descrito fendmenos similares a los mencionados en el caso de la
adsorcion de otras especies moleculares aromaticas sobre superficies
metalicas cuando se tienen en cuenta las fuerzas de dispersion a la hora de

afrontar los calculos.?®

Ademas se ha llevado a cabo un andlisis de carga por el método Bader con
el objeto de evaluar la redistribucién de la carga tras la desorcién de los
oligbmeros sobre la superficie del Au(111). Las mayores diferencias se han
detectado para los atomos mas proximos a la superficie metélica, destacados
en la fig. IV.2.7a-d, que adquieren de la superficie del Au -0,12 e y -0,21 e para
el IHHH y el IMIM, respectivamente. Por su parte el &tomo de oxigeno presente
en el enlace C=0 de los fragmentos de indol-quinona, |, pierde carga,

haciéndose +0,33 e mas positivo en ambos tetrAmeros.

Por ultimo, se debe tener en cuenta que la funcién trabajo del Au(111) se
modifica en sd6lo 0,1 eV tras la adsorcion de los tetrameros. Este hecho podria
interpretarse si se toma en consideracién que la reduccion del dipolo intrinseco
de la superficie metalica es casi perfectamente compensada por el dipolo

superficial que surge de la transferencia de carga entre el Au y el LUMO

molecular.
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IV.2.2.3 Caracterizacion electronica de peliculas de melanina sobre
Au(111)

Las propiedades electronicas de las peliculas de melanina se han estudiado
experimentalmente por STS. En la Figura 1V.2.8 se han representado las
curvas I/ V registradas para el sustrato de Au(111) y para peliculas de melanina
de diferentes tiempos de adsorcion. Antes de registrar cada curva I/ V, la
distancia punta muestra se vari6 cambiando el potencial bias entre 1y 3 V
manteniendo la corriente tinel a un valor constante de 0,35 nA. Hay que tener
en cuenta que si la corriente tunel se mantiene constante, cuanto mayor sea el

potencial bias aplicado mayor serd la distancia relativa punta-muestra.

| |m—3.0V
60 —_—25V a
2.0V
304 |[—15v
< — 1.0V <
c O c
~~ ~~
= =
Au(111
601 (111)
40 05 00 05 1.0
604 [——3.0V| )
2.0V
30{ |33V 301 /\)J/
— 1.0 V|
< 01 < ol Z
C C
= .30{ = .30
-60- 60 t, = 120 min.
2 4 0 1 2 Y

3 3 2 4 0 1 2 3
E/V E/V

Figura 1IV.2.8. Curvas I/ V registradas a diferentes potenciales bias sobre: (a) Au(11ll) y

-3

peliculas de melanina sobre Au(111) de (b) t, = 10 minutos, (c) t, = 45 minutos y (d) t, = 120

minutos.

Si se comparan los datos promediados de STS obtenidos para Au(11l) y
para la pelicula de melanina de t, = 10 minutos (de espesor correspondiente a
una monocapa, fig. 1V.2.4), fig. IV.2.8a-b, es evidente que el comportamiento
exhibido por el electrodepoésito se aproxima a las caracteristicas que muestran
los conductores metalicos.” En contraste a lo anterior, las curvas I/ V

registradas para peliculas gruesas de melanina de t; = 45 minutos, fig. IV.2.8c,

Capitulo IV

Péginaz 0 7



Péginaz O 8

Tesis Doctoral

Resultados y Discusién

y ta = 120 minutos, fig. 1V.2.8d, exhiben una respuesta tipica de materiales
semiconductores.’® De hecho, se aprecia en ambos casos una regién de
corriente no lineal que aumenta ligeramente con el tiempo de deposicion. Esto
se puede apreciar mucho mas claramente usando la derivada de los espectros
STS, dI/ dV, que constituye una medida de la densidad local de estados
(LDOS) de una superficie.>*

Los espectros dI/ dV promediados obtenidos para peliculas de melanina de
mayor espesor, de t; = 45 y 120 minutos, registradas para una separacion
punta muestra dada por la aplicacion de un potencial bias de 1,0 V y una

corriente tunel de 0,35 nA, se han representado en la Figura 1V.2.9:

>
<
— f f f f f
% 0.2 t, = 120 min. b
)
©

0.1-

0.0

10 -05 00 05 1.0
E/V

Figura 1V.2.9. Curvas dI/ dV registradas para peliculas de melanina sobre Au(111) de (a) t, = 45

minutos y (b) t, = 120 minutos.

A partir de estas curvas se puede concluir que en las peliculas de t; = 45
minutos el HOMO y el LUMO aparecen a -0,5 y +0,6 eV, respectivamente,

mientras que lo hacen a -0,6 y +0,7 eV para t, = 120 minutos. La magnitud de
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las diferencias HOMO-LUMO es consistente con los valores descritos en la

bibliografia para peliculas semiconductoras de melanina.**?

En lo que respecta al comportamiento exhibido por la pelicula de melanina
de una monocapa de espesor, es decir t; = 10 minutos, fig. IV.2.8b, hay que
decir que, como se ha insistido anteriormente, exhibe una buena conductancia
electronica. Con objeto de justificar tal comportamiento, se han dispuesto en la
Figura IV.2.10, para su comparacion, los resultados de dI/ dV junto a la
densidad de estados proyectada (PDOS) de los tetrameros IHHH y IMIM

adsorbidos sobre Au(111) a partir de los calculos DFT.

a b

. ——dI/dVt, = 10 min. —dI/dVt, =10 min.

[1-]

5 = |HHH/Au(111
; IMIM/ Au(111) /Au(111)
4 .
(]
o ; |

HOMeT LM . I I _ H"hf"
05 00 05 05 00 05
E-E_/eV E-E /eV

Figura IV.2.10. Densidad de estados proyectada, PDOS, sobre (a) IMIM sobre Au(111) en color
naranja y (b) IHHH sobre Au(111) en verde. Se toma como cero de energia la energia de Fermi
del sistema adsorbido. La curva en gris es el espectro dlI/ dV de una pelicula de melanina de t,
= 10 minutos. Las barras verticales indican los estados para los tetrameros aislados en el
vacio. También se han indicado las posiciones del HOMO y LUMO de los tetrameros aislados

en el vacio.

En las fig. IV.2.7a-b se puede apreciar que los niveles moleculares de
energia de ambos tetrameros se hibridan con las funciones de onda
deslocalizadas del metal que muestran un ensanchamiento significativo que
originaria, a su vez, una transferencia de carga entre el tetramero y el sustrato,

tal y como revel6 el andlisis de Bader.

Si bien es cierto que las aproximaciones de gradiente generalizado (GGA)
no proporcionan predicciones exactas acerca de los valores propios del HOMO
y el LUMO, también lo es que aportan una estimacién bastante buena de las

diferencias HOMO-LUMO.** No obstante, en las peliculas delgadas adsorbidas
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sobre Au(111), fig. IV.2.10a-b, aparecen estados localizados entre el HOMO y
el LUMO. Nuestros calculos DFT también indican la presencia de estados
electronicos en el nivel del Fermi debido a la fuerte hibridacion de orbitales
moleculares y los estados electronicos del sustrato en la interfase Au/
tetramero. El estado presente entre HOMO y LUMO podria corresponder a la
ocupacion del LUMO del tetrdAmero. Parece que este orbital se desplaza hacia
menores energias proximas al nivel de Fermi. También se debe hacer notar
que el LUMO estéa parcialmente ocupado en el estado adsorbido reflejando asi
la transferencia de carga desde el sustrato de Au. Para ambos tetrameros, los
orbitales HOMO y LUMO pierden su identidad, el gap entre éstos
practicamente desaparece Yy, consecuentemente, la pelicula exhibe una

conduccion practicamente metalica.

Llegados a este punto se deben retomar aquellos aspectos relacionados con
el mecanismo de adsorcion de los tetrameros IMIM y IHHH sobre la superficie
del Au(111). Tal y como ocurre en la mayoria de grandes moléculas organicas
T-conjugadas que poseen distintos grupos funcionales, las interacciones de
enlace entre éstas deben ser entendidas por medio de dos fendmenos
cooperativos: (a) transferencia de carga entre la superficie del Au y el LUMO
que se desplaza al nivel de Fermi en el proceso de adsorcién y (b) enlace Au-O
local entre el O carboxilico y la superficie del Au(111). Esto significaria que toda
la estructura 1T del tetrdmero debe estar implicada en el proceso de adsorcion
a través de sus orbitales frontera (HOMO y LUMO), hecho este que se ve

reflejado en los cambios experimentados en ciertos enlaces intramoleculares.

IV.2.2.4 Caracterizacion de la fotorrespuesta de peliculas de eumelanina

sobre Au(111), tras irradiacion con luz blanca, via STM

La combinacién de una fuente de radiacion electromagnética con las
capacidades de obtencién de imagenes y de caracterizacion electrénica de la
microscopia de efecto tunel, proporcionan un método adecuado para la
determinacién de propiedades Optico-electronicas de las peliculas de
eumelanina. En esta linea de razonamiento, hay que decir que el STM podria

ser usado para registrar, en imagenes de alta resolucion, la fotorrespuesta local
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producida tras irradiacion de la muestra. Como se ha indicado con anterioridad,
recientemente se han abordado estudios de gran relevancia acerca del efecto
de la irradiacion del conjunto punta-muestra en STM.!’ De hecho, se ha podido
investigar el efecto que tiene sobre la corriente tinel la excitacion de

determinados adsorbatos moleculares con radiacién UV/ Visible.®

En el caso que nos ocupa se llevdo a cabo un estudio de medidas de
fotoconductividad sobre peliculas de melanina de t, = 100 minutos y de un
electrodo de Au(111) que hizo las veces de blanco. Resulta necesario aclarar
en este punto que, una vez se han extraido los electrodos de la disolucion de
trabajo, deben dejarse secar, bajo condiciones de humedad controlada, durante
aproximadamente 24 horas. Esta circunstancia se justifica por el hecho de que
se ha demostrado que la conductividad de las eumelaninas es altamente

dependiente de la humedad relativa atmosférica.®*

Todas las experiencias fueron llevadas a cabo por medio de un microscopio
STM, bajo condiciones ambientales y haciendo uso de puntas comerciales de
Pt-Ir. Las imagenes fueron obtenidas en los dos modos de trabajo que permite
el microscopio, es decir, en modo altura (corriente constante) y en modo
corriente (altura constante) con objeto de poder registrar las respuestas de
desplazamiento del piezoeléctrico y de corriente tunel, respectivamente, bajo
irradiacion del conjunto punta-muestra. Cabria afiadir que las medidas se
realizaron de forma que, en todos los casos, la posicion de la punta del STM
quedd fijada en x e y, es decir, s6lo fue posible, en algin caso, su

desplazamiento en z.

Como fuente de radiacion electromagnética se emple6 un dispositivo comun
de flash de fotografia disponible comercialmente, cuya posicion relativa y
angulo de incidencia frente a la ubicacion de la muestra en el microscopio
guedaron perfectamente fijados, de forma que fueran los mismos (40 cm y 15°
respectivamente) en todos los ensayos. En estas condiciones, en la superficie
de la muestra, se registra una densidad de potencia de 3 mW cm™. El tiempo

de emision es de, aproximadamente, 1 ms por cada disparo de flash.
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Se fijaron las condiciones de operacion del microscopio de forma que fuera
posible garantizar que la distancia relativa punta muestra fuese la misma en
aguellas experiencias realizadas para el mismo potencial bias en valor absoluto
pero con distinta polaridad. Bajo estas circunstancias, la dependencia de la
magnitud del efecto observado en funcién de la polaridad del bias, indicaria
una manifiesta contribucion de electrones fotoexcitados frente al efecto, en este

caso, menos importante, de la expansion térmica de los materiales implicados.

Por esta razon, en lo sucesivo, se procedid de la siguiente manera: la punta
se aproximO sobre la superficie de la muestra, sin iluminacion, hasta obtener
corriente tanel bajo diferentes condiciones. En particular, nuestras experiencias
se llevaron a cabo combinando una bateria de hasta 4 potenciales bias, £ 200
mV y £ 500 mV, combinados con dos corrientes tunel, 0,3 nA y 0,6 nA. Se
fijaron las condiciones tunel correspondientes a cada caso (pero siempre para
potencial bias positivo), se establecié la conexion tunel en modo altura, sin
desconectar se cambié a modo corriente, se registraron las imagenes vy, de
nuevo sin desconectar, se invirtio la polaridad (a potencial bias negativo) y se

tomaron las medidas de fotocorriente pertinentes.

Las corrientes foto-inducidas obtenidas tras irradiacion del conjunto punta
muestra se procesan realizando secciones transversales a la imagen que

proporciona el microscopio, Figura IV.2.11:
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Figura 1V.2.11. (a) Imagen STM 3D en la que se recogen varias corrientes foto-inducidas tras
irradiacion del conjunto punta-muestra con un haz de luz blanca. (b) Secciones transversales
gue muestran el cambio en la corriente tdnel tras la irradiacion. Las lineas negra y roja marcan
el lugar en la imagen de la derecha donde se tomd la correspondiente seccion transversal.

Condiciones tunel: It =0,3 nAy Eg =-200 mV.

Los resultados obtenidos en el caso de potenciales bias comprendidos en el
gap, es decir +200 y -200 mV, donde no se registran corriente tuneles
significativas, se muestran en la Figura IV.2.12 tanto para la pelicula de
melanina, fig. IV.2.12a-b, como para el Au(111), fig. IV.2.12c-d.
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Figura 1V.2.12. Cambios en la corriente tanel registrados en el modo corriente (altura
constante) tras irradiacion del conjunto punta-muestra con un haz de luz blanca bajo diferentes
condiciones tunel pero manteniendo constante la distancia punta-muestra. Pelicula de
melanina sobre Au(111) de t; = 100 minutos (a y b), para corrientes tanel: (a) I+ = 0,3 nAy (b)
I+ = 0,6 nA. Au(111) (c y d), para corrientes tunel: (¢) I+ =0,3 nAy (d) I+ = 0,6 nA. Potenciales

bias: Eg = +200 mV en color negro y Eg =-200 mV en color rojo.

Los graficos muestran tipicas respuestas de corriente tinel obtenidas tras el
pulso de luz blanca en funcién del signo del potencial aplicado. Los valores
representados en la fig. 1V.2.12 son el resultado de promediar los datos
obtenidos en diferentes zonas de cada muestra y, al menos, varios cientos de

pulsos de luz blanca.

En las fig. IV.2.12a-b se observa para la pelicula de melanina que cuando
los potenciales bias se colocan a valores positivos, esto es la muestra
permanece positiva, se registra un ligero incremento, entre 1-3 nA (graficos en
color negro), en la corriente tunel, con independencia de la distancia punta-

muestra. Téngase en cuenta que, tal y como se indic6 anteriormente, la
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distancia punta-muestra de trabajo se fija por medio de las condiciones tunel
gue se establecen inicialmente. Sin embargo, cuando el potencial bias aplicado
es negativo, muestra negativa, entonces se detecta un drastico incremento, de
entre 15-25 nA, en la corriente tunel, una vez ha tenido lugar la irradiacion, fig.

12a-b, en color rojo.

Estos aumentos de la corriente tdnel observados para bias negativos
resultaron ser mucho mayores que los obtenidos bajo condiciones
experimentales idénticas para el sustrato de Au(11l) sin modificar,
fig. IV.2.8c-d.

Los resultados obtenidos en el caso de potenciales bias, también como en
los casos anteriores comprendidos en el gap, de £500 mV se muestran en la
Figura IV.2.13:

5 5
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Figura 1V.2.13. Cambios en la corriente tunel registrados en el modo corriente (altura
constante) tras irradiacién del conjunto punta-muestra con un haz de luz blanca bajo
diferentes condiciones tinel pero manteniendo constante la distancia punta-muestra.
Pelicula de melanina sobre Au(111) de t, = 100 minutos (a y b), para corrientes tanel: (a) I+
=0,3nAy(b) I+=0,6 nA. Au(11l) (c y d), para corrientes ttnel: (¢c) I+ =0,3nAy (d) It =

0,6 nA. Potenciales bias: Eg = +500 mV en color negro y Eg = -500 mV en color rojo.
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La comparacion de las figuras, para las distintas condiciones tunel
estudiadas en el momento de establecer la conexion tunel, muestran
claramente que la electrodeposicion de peliculas de melanina, fig. IV.2.12a-b y
fig. IV.2.13a-b, altera notablemente la respuesta exhibida por el sustrato de
Au(111), fig. IV.2.12c-d y fig. IV.2.13c-d.

El andlisis de los resultados y su comparacion con los mostrados en la fig.
IV.2.12a-d nos permite concluir que, para las peliculas de melanina de t, = 100
minutos, la magnitud de la respuesta de corriente tanel foto-inducida tras pulso
del flash, es significativamente dependiente de la polaridad del potencial bias
aplicado, si bien resulta independiente del valor absoluto del bias. Es decir,
para bias negativos (los electrones atraviesan la barrera tunel desde la muestra
hacia la punta), los valores de corriente foto-inducida son notablemente
superiores a los que se han registrado para bias positivos del mismo valor

absoluto (en este caso, los electrones cruzan desde la punta hacia la muestra).

Es bien conocido que, en medidas de STM en las que se iluminan materiales
fotoactivos, en general, se observa un incremento de las corrientes tunel
debido a dos efectos bien diferenciados. El primero de ellos hace referencia a
la expansién térmica tanto de la punta como de la muestra que produce, como
consecuencia, una disminucion de la distancia relativa punta-muestra y, por
tanto, un incremento de la corriente tinel.*>> A pesar de los repetidos esfuerzos
que se han realizado con objeto de estudiar el efecto de la fotoirradiacion sobre
la distancia punta-muestra en STM, la realidad es que los mecanismos
detallados implicados en el proceso no son del todo conocidos. De hecho, la
gran sensibilidad que ofrece el STM para la deteccion de corrientes inducidas
por irradiacién, se ve oscurecida por la aparicion de corrientes debidas a la
expansion térmica de la muestra. Pese a ello, algunos autores han empleado la
expansién térmica de punta y muestra para calcular funciones trabajo.*® Es
mas, se ha demostrado que las corrientes inducidas tras irradiacion debidas a
expansion térmica pueden ser reconocibles, toda vez que son proporcionales a
la corriente tanel promediada.’’” Esta identificacién permite, por tanto,

discriminar si otros tipos de corrientes inducidas por la irradiacién estan
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presentes en el efecto estudiado.

El segundo efecto involucrado en el aumento de corriente tunel en medidas
de STM en las que se iluminan materiales fotoactivos implicaria la contribucion
de electrones foto-inducidos debido a la irradiacion con el haz de luz blanca. Es
decir, el aumento de la corriente tunel ocasionado por la fotoexcitacion de los
electrones hasta la banda de conduccién de los agregados moleculares.®
Queda claro, sin embargo, que el marcadamente asimétrico aumento de la
corriente tunel en funcidn del signo del potencial bias aplicado (recuérdese que
el valor absoluto del potencial y la distancia punta-muestra es la misma en
ambas experiencias), fig. 1V.2.12-13, nos permite descartar la expansion
térmica como la principal contribuciébn al incremento de corriente tunel
detectado en nuestras experiencias. Por tanto, considerando que todas las
medidas se han realizado en la regidn de potencial correspondiente al gap que
mostraron las experiencias STS, fig. IV.2.8, estos incrementos de la corriente
tunel pueden asociarse a un efecto fotovoltaico ya descrito previamente en el
caso de peliculas de melanina de gran espesor sobre diéxido de titanio.*® Sin
embargo, se debe tener en cuenta que, hasta ahora, esta respuesta asimétrica
de fotocorriente observada en nuestras experiencias no habia sido descrita en

el caso de peliculas de melanina.

Nuestros resultados indican que manteniendo constante la distancia punta-
muestra y el potencial bias negativo, un importante flujo de electrones foto-
inducidos pasan de la muestra a la punta mientras que dicho fenémeno estaria
impedido en el caso de bias positivos. Se puede concluir, por tanto, que bajo
irradiacion con un haz de luz blanca, los electrones se desplazan desde el
HOMO de la pelicula de melanina al LUMO desde donde son recolectados por

la punta, cargada positivamente.

Por ultimo, se debe tomar en consideracién el hecho de que la produccién
de fotocorriente bajo iluminacioén con luz blanca es claramente indicativa de un
comportamiento tipico de semiconductor. Esto estaria claramente de acuerdo
con la respuesta exhibida por las peliculas de melanina en las experiencias de
curvas I/ V, fig. IV.2.8.
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IV.2.3. Conclusiones

Hemos estudiado por medio de STM, STS, XPS y célculos de DFT las
propiedades electronicas y la adsorcion de peliculas ultradelgadas de melanina
sobre Au(111). Las medidas de STM mostraron que las unidades de melanina
de menor tamafio, detectadas en las primeras etapas de adsorcion, exhiben
tamafos similares a las de los tetrameros IMIM e IHHH y a pequefios
oligdmeros formados a partir de los anteriores. Los calculos de DFT mostraron
que la estructura 1 de los tetrdmeros estd involucrada en el proceso de
quimisorcion por medio de sus orbitales frontera (HOMO y LUMO). Este hecho

se refleja en los cambios producidos en ciertos enlaces intramoleculares.

Las peliculas de melanina muestran una buena conductancia molecular
debido a la presencia de estados localizados en el nivel de Fermi. En el caso
de peliculas mas gruesas se observa un comportamiento tipico de

semiconductor con una separacion HOMO-LUMO de aproximadamente 1 eV.

Estas peliculas exhiben corrientes tanel fotoinducidas tras irradiacién con un
haz de luz blanca. La magnitud de la fotorrespuesta registrada en estas
condiciones depende del signo del potencial bias aplicado. Los resultados
descritos en el presente capitulo han sido recientemente publicados en medios

de difusion internacional.*®
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.3. PREPARACION ELECTROQUIMICA DE PELICULAS DE MELANINA-
HIERRO SOBRE HOPG

En el presente capitulo se abordara la adaptacion del método empleado

previamente para el crecimiento potencioestatico de melanina sobre

Modificacién electroquimica con

monocristales de Au(1ll) a la HOPG melanina-hierro _¢:.
sintesis de peliculas de este + ,@mqm' *
. , \ JIO i<l
biopolimero sobre otro sustrato \§ 5,
. w H?'"’ Melanina 0,3 g L!
conductor como es el grafito o] |
pirolitico  altamente  ordenado H rI——-_lgé

(HOPG). Con la intencion de

alcanzar un profundo conocimiento

los depdsitos asi como de su actividad electrocatalitica, se hara uso de las

tanto de la morfologia, composicion

quimica y de las caracteristicas de

microscopias de barrido electronico y de fuerzas atdmicas, de técnicas
espectroscopicas como XPS y XANES y de las metodologias electroquimicas

convencionales.

IV.3.1. Antecedentes

Dentro de la familia de los electrodos sélidos, el grafito es probablemente uno
de los més utilizados en estudios electroanaliticos toda vez que se trata de un
electrodo que exhibe caracteristicas muy Utiles que lo hacen muy apreciado
para diversos fines electroquimicos.! Entre sus propiedades destacan la
posibilidad de poder trabajar en una amplia ventana de potenciales, su baja
resistividad asi como la ausencia de corrientes residuales y, ademas, ofrecen
una estructura superficial altamente reproducible y muy sencilla de limpiar.
Muestra también una amplia estabilidad térmica y gran diversidad morfoldgica,
presentandose en una gran variedad de formas utiles en diferentes
aplicaciones electroquimicas como pueden ser las nano y microfibras de
carbono, el carbdn vitreo, las pastas y composites de carbono, HOPG,

nanotubos carbono (CNT), etc.’® Es mas, en los Ultimos tiempos, han emergido
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con fuerza los electrodos de grafito pirolitico de borde, EPG, que han mostrado
caracteristicas altamente exaltadas frente a otros electrodos grafiticos.? Las
superficies de grafito son, ademads, igualmente Utiles tanto para el
electroanalisis de compuestos lipofilicos como hidrofilicos.**® Este hecho ha
permitido la utilizacion de estos electrodos como biosensores en diversos

estudios.!?

No obstante, es cierto que la escasa reactividad quimica de las superficies
tipo grafeno como las del plano basal del HOPG y los CNTs constituyen un
obstaculo para su uso como plataforma para sustentar nanoparticulas
metalicas, moléculas y biomoléculas para su utilizacion en sensores, sistemas
cataliticos y electrocataliticos, etc. Por tanto, la funcionalizacién de tales
superficies es fundamental de cara a resolver problemas como los apuntados,*
en la medida en que estos grupos funcionales enlazados a la superficie
aumentarian su reactividad superficial, selectividad, humectabilidad y su
dispersion en fases liquidas y gaseosas. Asi, existen numerosos ejemplos en la
bibliografia que recogen diversos métodos para la funcionalizacion y
modificacion de las superficies carbonosas y de CNTs entre los que destacan
la oxidacion quimica,® térmica® y de plasma’, el haz de iones,? las interacciones
hidrofébicas® y la quimisorcién de moléculas y biomoléculas.*® Ahora bien, hay
que tener en cuenta que, en la mayoria de los casos, estos tratamientos dan
lugar a una degradacion parcial de las propiedades electronicas y mecéanicas
inherentes a estos sustratos ademas de un nada deseable incremento en la

rugosidad superficial de los mismos.

En esta linea de razonamiento, la preparacion de peliculas de melanina por
medios electroquimicos ofreceria la posibilidad de funcionalizar superficies de
grafito y de CNTs con un polimero biocompatible que contendria diferentes
grupos funcionales y evitaria, ademas, la degradacion del sustrato de partida.
En este sentido, cabe comentar que en los ultimos tiempos se han publicado
diferentes estudios donde se han hecho crecer, por electropolimerizacion
oxidativa de L-dopa, depdsitos poliméricos analogos a las melaninas naturales
en sustratos carbonosos.'! Peliculas como éstas se han empleado con éxito, a

modo de membranas selectivas que impiden la interferencia de diferentes
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compuestos, en las determinaciones electroanaliticas de dopamina vy
glucosa.'*®® Es mas, también se han sintetizado monocapas, fisisorbidas o
quimisorbidas, de dopamina propiamente y de distintas especies de quinonas,
como las presentes en las melaninas y responsables de su comportamiento
rédox, que exhiben actividad electrocatalitica frente a diferentes reacciones.*
Incluso se han descrito experiencias en las que se emplean electrodos de
eumelanina en pasta de carbono®® para poner de manifiesto la interaccién entre
este biopolimero y radiacion gamma ionizante que da como resultado la
produccion de corriente eléctrica, resultando ésta proporcional a la cantidad de

melanina irradiada.*®

Por otro lado, es cierto que las reducciones electroquimicas de oxigeno y de
peroxido de hidrogeno sobre electrodos de base carbonosa han sido
extensivamente estudiadas dada su amplia utilizacion como soporte de
catalizadores metélicos en celdas de combustible. De hecho es bien conocido
que diferentes tipos de estos sistemas son electroquimicamente activos para la
reduccion de oxigeno.” No ocurre asi en el caso del plano basal del HOPG
donde esta reaccién esta fuertemente inhibida.'® Por tanto, la modificacion de
superficies de HOPG con el sistema melanina-hierro ofreceria la oportunidad
de estudiar la actividad electrocatalitica de la pelicula frente a las reacciones de
reduccion de oxigeno y peréxido de hidrogeno sin interferencia del sustrato.

IV.3.2. Preparacion y caracterizacion fisicoquimica de peliculas de

melanina sobre HOPG

Como se ha comentado, en este capitulo se abordara la modificaciéon de
superficies de HOPG, altamente inertes, con peliculas ultradelgadas y
nanoestructuradas de melanina por medios electroquimicos. Esta escasa
reactividad fisico-quimica del plano basal del HOPG es una consecuencia de
su baja densidad de estados electrénicos y de la ausencia tanto de grupos
funcionales como de sitios de adsorcién.* A diferencia de otros métodos donde
se sintetizan, por polimerizacién oxidativa de L-dopa™*™® o DHI,?*° depésitos de
estructura mas o menos similar a las melaninas naturales, en nuestro caso las

peliculas se obtienen directamente a partir de soluciones alcalinas de
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eumelanina. Si bien, como se mostro en capitulos precedentes, este método se

mostré adecuado para la modificacién de superficies de Au,*%

su aplicacién a
una superficie tan hidrofébica e inerte como la del HOPG requiere especial
atencion. Asi, el proceso de crecimiento de las peliculas fue monitorizado por

técnicas electroquimicas, AFM, EDX, XPS, XANES y FTIR.

Con objeto de sintetizar las peliculas, los sustratos de HOPG fueron
sometidos a polarizacién catédica de -1,0 V en soluciones 0,3 g L' de
eumelanina sintética en NaOH 0,1 M diferentes tiempos de adsorcidon en una
celda electroquimica de tres electrodos. Dicha celda fue disefiada de tal forma
que sélo permite la exposicion del plano basal del HOPG a la solucion
electrolitica. Asi, Unicamente éste se ve modificado con el sistema melanina-
hierro ya que se observé que cuando los bordes del electrodo de HOPG, es
decir EPG, de mayor actividad que el plano basal, estdn en contacto con la
disolucién, se depositaban cantidades muy superiores de melanina. Como es
sabido, la disolucion alcalina de eumelanina sintética contiene hasta 0,3 ppm
de Fe tal y como se ha podido determinar por absorcion atémica. En cuanto a
la eleccion del potencial de polarizacion de -1,0 V, hay que decir que fue
seleccionado en virtud a los buenos resultados obtenidos en Au(111) donde la
deposicién del sistema melanina-hierro acontecia con la calidad y a la
velocidad demandada. De hecho, en experiencias realizadas sobre HOPG con
polarizacion catddica de -0,5 V, la cantidad de melanina depositada fue
practicamente insignificante. Por Ultimo, una vez se hubieron sintetizado
convenientemente los depdsitos de melanina sobre el plano basal de HOPG,
de acuerdo al protocolo recién descrito, éstos fueron escrupulosamente
lavados primero en NaOH 0,1 My, acto seguido, en abundante H,O milli-Q v,
por ultimo, se dejaron secar en atmésfera de N, antes de su posterior

caracterizacion por las diversas técnicas utilizadas en esta seccion.

En la Figura 1V.3.1 se recogen las imagenes obtenidas por AFM en modo
resonante de peliculas de melanina sobre HOPG de diferentes tiempos de
adsorcion, t,. Tal y como se aprecia en las imagenes, éstas muestran la

presencia de un electrodepésito granular que gradualmente, en la medida en
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gue aumenta el tiempo de adsorcién, va cubriendo la superficie del HOPG.

Figura IV.3.1. Imagenes 3D de 2,0 x 2,0 um2 obtenidas por AFM resonante a partir de peliculas
de melanina sobre HOPG de diferentes tiempos de adsorcién: t,=2 h (a), t4=4h (b),t,=14h

(c) yta =24 h (d). La escala en z en todas las imagenes es 25 nm.

El proceso de deposicion se inicia en los escalones del plano basal con la
adsorcion de pequeiias particulas cuyas dimensiones varian entre los 8-18 nm
(ver tabla 1V.3.1) y entre 0,35-1 nm en altura, fig. IV.3.1a. Para t, superiores a
las 2 horas, las particulas antes referidas comienzan a agregarse formando
grandes islas ramificadas que finalmente colapsan, ver fig. IV.3.1b-c. Después
de 24 horas de polarizacion catédica, la pelicula practicamente cubre la
totalidad de la superficie, alcanzandose asi alturas comprendidas entre los 3-10
nm, ver fig. IV.3.1d, llegando a advertirse incluso granulos de talla
submicrométrica.
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Tiempo de deposicion/ h Tamafio de particula/ nm
2 8-13
4 9-18
14 10-25
24 15-35

Tabla IV.3.1. Evolucion del tamafio de particula en las peliculas de melanina en funcion del t,.

No obstante, debe tenerse en cuenta que incluso en los agregados de mayor
tamafio siempre es posible distinguir pequefas particulas, ver Figura 1V.3.2,
constituyentes de los mismos, cuyas dimensiones se ven incrementadas con el

tiempo de deposicion, tabla IV.3.1.

Figura IV.3.2. Imagen AFM en modo resonante de 500 x 500 nm? de pelicula de melanina de
14 horas sobre HOPG: (a) imagen topografica y (b) imagen de contraste de fase que permite

apreciar en mayor detalle la composicién granular de los depdsitos.

Se debe afadir ademas que, dentro del rango de dimensiones exhibido por
las particulas, mostrado en la tabla IV.3.1, las peliculas de melanina
sintetizadas de acuerdo al método electroquimico propuesto son notablemente

reproducibles.

Con objeto de poder caracterizar la composicion quimica de estas peliculas
se recurrio a medidas de XPS. Asi en la Figura 1V.3.3 se muestran los
espectros obtenidos para peliculas de melanina sobre HOPG a distintos

tiempos de deposicion.
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Figura IV.3.3. Espectros XPS obtenidos para peliculas de melanina sobre HOPG de diferentes
tiempos de adsorcion: t, = 100 minutos (negro), t, = 4 horas (rojo) y t, = 24 horas. Sefiales de N
1s (a) y de Fe 2p (b).

Tal y como se aprecia en la fig. IV.3.3a, se ha podido detectar una pequefa
sefial de N 1s, caracteristica de las melanina, presente en la pelicula de 100
minutos. En la medida en que va aumentando el tiempo de adsorcién, tiene
lugar un sostenido incremento en la sefial de N 1s, lo que indica que el sustrato
se va cubriendo progresivamente con el biopolimero. No obstante, también es
ciertamente notorio que para la pelicula de 24 horas la sefal de N 1s exhibe
s6lo un ligero aumento en intensidad con respecto a los datos obtenidos para la
pelicula de 4 horas. Por el contrario, en comparacion con la poco significativa
sefal de Fe 2p registrada para las peliculas de 100 minutos y de 4 horas, el
depésito de 24 horas mostro una fuerte sefial de Fe 2p indicando la

incorporacion al mismo de cantidades significativas de especies de hierro
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oxidado, fig. 1V.3.3b. Estos resultados hacen suponer que, tras una inicial
modificacion de la superficie del HOPG con el biopolimero, grandes cantidades
de especies de hierro quedan atrapadas en la pelicula de melanina. De hecho,
para las peliculas de melanina de 24 horas, la relacion Fe/ N varia entre 0,25y
0,45, mientras que para los electrodepédsitos de t, comprendidos entre 1y 4
horas esta relacion es préxima a 0. Cabe comentar, llegados a este punto, que
este resultado no es del todo sorprendente si se tiene en cuenta la capacidad

de las melaninas de atrapar grandes cantidades de cationes metalicos.?®

Por otro lado, la sefial XPS de N 1s registrada para una pelicula de
melanina de 24 horas se comparé con la obtenida para una muestra de
melanina evaporada sobre HOPG, Figura IV.3.4. A tal fin se dejo evaporar una
solucion etandlica de eumelanina sintética sobre el sustrato formando un
depdsito grueso. En este caso sOlo se pudo detectar la sefial de N 1s lo que
estd de acuerdo con el bajo contenido en hierro presente en la melanina

sintética.

Cuentas/ u.a.

IIEIectrodepositada
404 402 400 398 396
Energia de enlace/ eV

Figura IV.3.4. Sefial XPS de N 1s medida en peliculas de melanina: evaporada (marrén) y
electrodepositada (naranja). Los colores negro, rojo y azul corresponden a los ajustes

propuestos de la sefial a 402, 400,3 y 399 eV, respectivamente.

Obsérvese que soOlo se necesitaron dos componentes, las sefialadas en
colores rojo y azul en la fig. IV.3.4, para el adecuado ajuste del pico
correspondiente a la sefial de N 1s en el caso de la pelicula de melanina

electrodepositada de 24 horas, fig. IV.3.4 en naranja. Por tanto, estas dos
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componentes se mantuvieron también en el caso del depdsito evaporado, fig.
IV.3.4 en marron. Sin embargo, en esta ocasion, se necesitd una componente
adicional, en color negro, para el correcto ajuste de la sefial. Cabe afiadir que
las tres componentes, ubicadas a 399, 400,3 y 402 eV, estan ubicuamente
presentes en las melaninas naturales.”* De hecho, la componente que maés
contribuye a la sefial de N 1s, a 400,3 eV, aparece también en el monémero,
DHICA,® y en diferentes tipos de melanina.** Esta componente también se ha
asignado a los nitrégenos indélicos.”® En cualquier caso, en las peliculas
electrodepositadas de melanina sélo estan presentes, como se ha dicho, las

contribuciones a 399 y a 400,3 eV.

Por ultimo en lo que a medidas XPS se refiere, en la Figura IV.3.5 se han
comparado las intensidades de las sefiales de N 1s y de Fe 2p de peliculas
electrodepositadas de melanina del mismo tiempo de adsorcion, t, = 4 horas,

crecidas sobre diferentes sustratos: HOPG y Au(111).
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Cuentas/ u.a.
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Energia de enlace/ eV

Cuentas/ u.a.

730 725 720 715 710 705
Energia de enlace/ eV

Figura 1V.3.5. Espectros XPS obtenidos para peliculas de melanina de t, = 4 horas sobre

HOPG, en color negro, y sobre Au(111), en color rojo. Sefiales de N 1s (a) y de Fe 2p (b).

Es evidente que para el mismo tiempo de adsorcidon se han depositado
mayores cantidades de melanina y, particularmente, de especies de 6xidos de
hierro sobre la superficie de Au que sobre la de HOPG. Este resultado estaria
en concordancia con las caracteristicas y la morfologia de las peliculas
obtenidas en los distintos sustratos, es decir, alargados depdsitos ramificados
sobre el plano basal del HOPG frente a las densas y gruesas peliculas crecidas
sobre Au(111) para el mismo tiempo de adsorcién.?»?* No obstante, con
independencia del sustrato elegido, los electrodepositos de melanina sélo

exhiben las componentes a 399 y a 400,3 eV de la sefial de N 1s.

Estas peliculas de melanina sobre HOPG fueron igualmente caracterizadas
por FTIR. Asi los espectros IR obtenidos para peliculas de t; = 4 y t; = 14

horas, representados en la Figura 1V.3.6, exhiben las sefales tipicas atribuidas
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tradicionalmente a las melaninas,?” fundamentalmente las bandas de tension
caracteristicas de las quinonas, C=0 a 1720 cm™, y una banda ancha en torno
a 1630 cm™ debida a la tensién de unidades C=C aromaéticas de residuos
indélicos presentes en el biopolimero. Por su parte, la sefial sobre 1376 cm™
implica la contribucion de las bandas de tensidon de C=N aromaticos y de
flexion de grupos N-H,” mientras que las sefiales que van desde 1000 a 1240
cm® se deben asignar a la vibracion de tension de C-O en derivados

fendlicos.?®

100
o 98-
™
C\U 1 yd
L 11720 cm™
S 96 20 O-H
(- - fenélicos
8 4] 1630 cm™ /
E c=C
o o L C-H aromaéticos
= 924 1376 cm’
= ] C=N; N-H
90 T T T T T T T T T T T T T T
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
-1
vl cm

Figura IV.3.6. Espectros FTIR de peliculas de melanina sobre HOPG de diferentes tiempos de

adsorcion: t, = 4 horas (color negro) y t, = 14 horas (color rojo).

La intensidad de las sefales atribuidas a la melanina aumenta con el tiempo
de adsorcion dado que mayores cantidades de melanina van quedando
absorbidas en la superficie del sustrato. Por otro lado, las sefiales que
aparecen a bajas frecuencias pueden ser asignadas a bandas de flexién de C-
H aromaéticos y, adicionalmente, a frecuencias menores a 600 cm™, también
estarian presentes contribuciones debidas a vibraciones Fe-O en especies de

6xido de hierro.?®

La presencia de particulas ricas en o6xidos de hierro en las peliculas
electrodepositadas de melanina sobre HOPG, ya apuntada por medidas

espectroscopicas de XPS y FTIR, se verificé por medio de SEM y EDAX. En la
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Figura IV.3.7 se han representado las imagenes SEM obtenidas a partir de un
deposito de t, = 24 horas. En éstas, el plano basal del HOPG aparece
totalmente cubierto de particulas de talla nanométrica lo que estaria de acuerdo

con los resultados mostrados por AFM, fig. IV.3.1d.

Figura IV.3.7. Imagen SEM de la superficie del HOPG tras la electrodeposicion de melanina-
hierro durante t, = 24 horas. Los circulos en rojo destacan la posicion de granulos brillantes

analizados por EDX.

Las imagenes muestran igualmente la presencia de granulos brillantes,
sefalados en rojo en fig. 1V.3.7, distribuidos aleatoriamente sobre la superficie
del plano basal, de dimensiones comprendidas entre 50-100 nm, pero que
pueden llegar a alcanzar, en algunos casos, incluso hasta tallas micrométricas.
Por su parte, los andlisis realizados por microsonda EDX se han representado
en la Figura 1V.3.8, distinguiéndose dos zonas caracteristicas: area entre
granulos brillantes, fig. 1V.3.8a, y los propios granulos, fig. 1V.3.8b. Estos
altimos exhibieron fuertes sefiales de Fe y O indicando, por tanto, que estas
zonas brillantes corresponden a particulas notablemente enriquecidas en
especies de 6xidos de hierro.
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Figura IV.3.8. Espectros EDX obtenidos en distintas areas de una pelicula de melanina de t, =
24 horas sobre HOPG: (a) zona entre granulos y (b) granulo brillante. En ambos casos el punto

rojo sefala la zona analizada.

Teniendo en cuenta los resultados mostrados hasta el momento se pudo
abordar la caracterizacion de la respuesta electroquimica de los depdsitos de
melanina. Asi, en la Figura IV.3.9 se han dispuesto los ciclovoltamogramas
registrados en NaOH 0,1 M de peliculas de melanina de diferentes tiempos de

adsorcion comparados con los del HOPG sin modificar. Los depdsitos de
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melanina representados en fig. IV.3.9a-c exhiben una pareja rédox reversible a
-0.35 V (A’l/ C’l), acompafiada de un ancho pico anodico (Al) y sus
contrapartidas catodicas (Cl y CIlI) presentes en el rango de potenciales
comprendidos entre -0,7/ -1,0 V. El aumento en el tiempo de adsorcién da
como resultado un ligero incremento en la pareja rédox A’l/ C’I mientras que
tiene lugar un significativo aumento del area voltamétrica implicada en el pico
Al, ver fig. IV.3.9b-c, acompafiado de los picos catddicos a -0,75 V (Cl), -1,0 V
(Cll) y, ademas, Cllla -1,2 V.

0.2 a L0.50
Al
0.1
Lo.25
0.0
7 Cl L0.00
N,/_\ 0.1 cl — HOFG ;
% 02] ——t,=4norss clll —-1an | | o5 %
E 15 Al c 115 g
= 10 L10 >

0.5

0.04

cr cl

—H O PG

—t = 24
)

05

ci ol
15 40 05 00 05 -15 -10 -05 00 05
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Figura 1V.3.9. Ciclovoltamogramas registrados en NaOH 0,1 M a 0,2 V s de HOPG (en color
negro) y del mismo sustrato tras la electrodeposicion de melanina (en color rojo) para
diferentes tiempos de adsorcion: (a) t, = 4 horas, (b) t, = 14 horas y (c) t, = 24 horas. El panel
(d) muestra varios ciclos sucesivos registrados para una pelicula de melanina de 24 horas en

NaOHO0,1Mya0,2V s™: ciclo 1 (color negro), ciclo 10 (color rojo) y ciclo 20 (color azul).

De forma analoga se ha podido detectar la respuesta electroquimica de
peliculas de melanina-hierro de diferentes tiempos de adsorcion en solucién
TRIS a pH 7,4, ver Figura 1V.3.10. Los resultados obtenidos se han
representado en la figura IV.3.10a para su comparacion con los registrados en
NaOH 0,1 M, fig. IV.3.10b. Como se ha dicho, los electrodepoésitos de
melanina-hierro referidos son, por tanto, electroquimicamente activos en un
amplio rango de potenciales y pHs. Con objeto de poder discernir entre las
posibles contribuciones debidas a la heterogénea composicion de estas
peliculas de melanina sobre HOPG, se procedio a la sintesis de peliculas de
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quinona/ hidroquinona, libres tanto del hierro coordinado en la melanina como
del que se encuentra en forma de Oxido, sobre HOPG. Estos depositos se
prepararon de acuerdo al mismo procedimiento electroquimico empleado para
la sintesis de las peliculas de melanina pero partiendo, en este caso, del
resultado de la polimerizacién oxidativa de hidroquinona en NaOH 0,1 M.*° Su
respuesta electroquimica, obtenida en las mismas condiciones experimentales

que las de las peliculas de melanina, se muestra en las figuras IV.3.10c-d.

0.12 0.4
Al a Al b
0.06 A 0.2
A
A~~~
S 0.001 0.0 =
E Cl ~~
Cl Cl
O 0.06{ “Cllig, o clil \/ 02 3
< ——— —— >
£ 0.03 Al C Al Al dloos o
N
= 3,
= 0.00 10.00 ~ 1
N
-0.03 c g © -0.03
cll
-0.06 -0.06

12 08 -04 00 -16 -12 -08 -04 0.0

E/V

Figura 1V.3.10. Voltamogramas estabilizados para peliculas de melanina sobre HOPG de
diferentes tiempos de adsorcion: HOPG, t, = 0 (color negro), t, = 4 horas (color rojo) y t, = 8
horas (color azul). (a) Tampén TRIS a pH 7,4 y (b) NaOH 0,1 M. Ciclovoltamogramas de HOPG
(color negro) y pelicula de quinona/ hidroquinona sobre HOPG (color rojo). (c) Tampén TRIS a
pH 7,4y (d) NaOH 0,1 M. Velocidad de barrido: 0,2 V s™.

Por tanto, tal y como se desprende de la comparacion de los picos
voltamétricos exhibidos por unas y otras a distintos pHs en los graficos
mostrados, se puede concluir que la pareja de picos voltamétricos A’l/ C’l
presente en los depdsitos de melanina debe ser asignada al par rédox quinona/
hidroquinona. De hecho, no es solo responsable de la pareja reversible A’'l/ C'l
sino que también, especialmente en medio alcalino, contribuye en el rango de
potenciales de los picos Al/ Cl y CII, fig. 1V.3.10d. En cualquier caso, existen
evidencias en la bibliografia que permiten confirmar tal aseveracion. Asi, ciertos

derivados de antraquinona muestran un potencial de -0,2 V (vs. Ag/ AgCl) a pH
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7,0 y un desplazamiento de esta sefal voltamétrica en 0,03 V/ unidad de pH en
direccién catédica para valores de pH superiores a 7.%! Por lo tanto, cabria
esperar un valor proximo a -0,4 V a pH 12,6. En esta misma linea de
razonamiento, los datos voltamétricos medidos para el sistema quinona/
hidroguinona  inmovilizado  covalentemente  sobre una  monocapa
autoensamblada (SAM) de tioles sobre Au a pH 12,6 muestran una pareja
rédox reversible a -0,3/ -0,4 V.*? Sin embargo, también hay que tener en cuenta
que la oxidacién/ reduccion de tintes de antraquinona originan, en soluciones
alcalinas, ademas un pico anodico y dos picos catédicos en el rango de

potenciales donde aparecen Al/ Cly CII.*®

Como ya se ha comentado, en la medida en que el tiempo de adsorcién
aumenta, se produce un progresivo incremento en la pareja rédox A’ll Cl
mientras que, paralelamente, tiene lugar un marcado aumento del pico
voltamétrico Al, acompafado de los picos catédicos Cl, Cll y CIlll, fig. IV.3.9a-c
y fig. IV.3.10a-b. Sin embargo, cuando el crecimiento de la pelicula de
melanina, en este caso de 24 horas, Figura 1V.3.11, se lleva a cabo a partir de
soluciones de melanina que contienen EDTANa,, fig. 1V.3.11a, con objeto de
quelar las especies de hierro presentes en la misma, entonces el pico Al
decrece significativamente, registrandose un perfil voltamétrico analogo al

mostrado en la fig. 1V.3.9a.

Por tanto, el marcado incremento de los picos AI/CI-CIIlI con el tiempo de
adsorciéon se debe en mayor medida a la acumulacion/ concentracién de
especies de hierro, es decir, tanto del que se encuentra coordinado en la
estructura organica de la melanina como del que se halla en forma de 6xidos
de hierro, que son electroquimicamente activas, mas que al propio crecimiento
de la pelicula de melanina. De hecho, los resultados de las medidas realizadas
por XPS en peliculas de distintos tiempos de adsorcion, mostrados en las fig.
IV.3.3a-b, sustentan este argumento. Asi, mientras que la sefial de N 1s se ve
incrementada soélo ligeramente con el tiempo de adsorcion, la sefal de Fe 2p
experimenta un drastico aumento en intensidad al pasar de t; = 4 horas a t, =
24 horas. En este sentido, la aportacion de especies de 6xidos de hierro a la

voltametria ciclica de los electrodepésitos de melanina-hierro se pudo
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demostrar igualmente por comparacion con los voltamogramas registrados
para multicapas de Fe(OH), sobre HOPG obtenidos por inmersiones repetitivas
del este sustrato en una soluciébn 2 mM FeSO, y su precipitacion en solucion
alcalina,® fig. IV.3.11b. Estas multicapas muestran anchos picos voltamétricos
asociados a los pares rédox Fe/ Fe*? y Fe*?/ Fe™ en la zona de potenciales

entre -0,6 y -1,2 V, coincidentes con los picos voltamétricos Al/ CI- CIII.

0.1 a
Al Al J
0.0
Cl 'l
& o1 cli f—HOPG
& =t =24h.
0 1 1 1 1 1
<
& o011 b
g
o,
" —
0.0+ ——
=——HOPG + Fe(OH),
45 10 05 00 05

E/V

Figura IV.3.11. Ciclos voltamétricos en NaOH 0,1 M: (a) pelicula de melanina crecida sobre
HOPG durante 24 horas a -1,0 V en 0,3 g L™ de melanina + 20 mM de EDTANa, en NaOH 0,1
My (b) Multicapas de Fe(OH), sobre HOPG tras inmersion en 2 mM de FeSO,.** Velocidad de
barrido: 0,2 V s™.

En resumen, nuestros resultados demuestran que los electrodepdsitos de
melanina sintetizados son electroquimicamente activos en un amplio rango de
potenciales y pHs. La pareja rédox reversible, A’l/ C’l, que aparece a -0,15/
-0,30 V, fig. IV.3.10a y c, corresponde al par rédox quinona/ hidroquinona
presente en el biopolimero. Por su parte, el resto de los picos voltamétricos

localizados entre - 0,5/ -1,0 V, esto es Al/ CI-CIll, pueden ser asignados a las
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diferentes contribuciones de especies férricas, es decir, oxidos de hierro por un
lado y, por otro, especies de Fe(ll)/ Fe(lll) coordinadas en protomoléculas de
melanina,® para las que se ha propuesto que alrededor de cuatro unidades
inddlicas se coordinan con un tnico &tomo de hierro.*® Como era de esperar en
medios fuertemente alcalinos, el par rédox A’l/ C'l se desplaza en direccion
catddica definiendo dos ondas voltamétricas a -0,3/ -0,4 V y a -0,5/ -0,9 V que
se solapan en cierta medida con los picos voltamétricos correspondientes al
comportamiento rédox de diversas especies de hierro, esto es, Al/ CI-CllI, fig.
IV.3.9a-c, IV.3.10b y IV.3.11b.

La intensidad de los picos voltamétricos y la carga implicada en los mismos
aumenta marcadamente con el tiempo de deposicion, indicando asi un
progresivo incremento en el cubrimiento superficial del sustrato de HOPG. Este
hecho esta de acuerdo con los datos obtenidos por XPS y por FTIR. Se debe
tener en cuenta que la densidad de carga implicada en el pico voltamétrico Al
para una pelicula de 8 horas sobre HOPG es equivalente a la que se obtendria
en un electrodeposito de 2 horas sobre Au(111). Por tanto, la velocidad de
electrodeposicion de melanina es mucho menor en una superficie tan hidroéfoba

como resulta ser el plano basal del HOPG.

Por ultimo, nétese que el ciclado electroquimico continuado en el rango de
potenciales comprendido entre -0,4 y -1,4 V trae como consecuencia la
progresiva desorcion del electrodepédsito de melanina-hierro del sustrato de
HOPG, fig. IV.3.12, siendo este hecho especialmente relevante en el caso de
las especies implicadas en los picos voltamétricos Al/ CI-CllI, ver fig. 1V.3.9d.
De hecho el valor de la densidad de carga correspondiente al pico Al pasé de
practicamente 1,5 hasta 0,1 mC cm™ en tan sélo 20 ciclos a 0,2 V s™. Las
imagenes tomadas por AFM antes (fig. 1V.3.12a) y después (fig. IV.3.12b) del
ciclado electroquimico en una pelicula de 24 horas indican que la
electrodesorcion ocurre mayoritariamente en las zonas de terraza, quedando

aun islas ramificadas adsorbidas en los escalones y defectos del HOPG basal.
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Figura 1V.3.12. Imagenes AFM de contraste de fase de 1,5 x 1,5 pm2 de peliculas de melanina
de t, = 24 horas: antes (a) y después (b) de 20 ciclos entre 0,4y -1,4V a 0,2V s en NaOH 0,1
M.

Asi, en la fig. IV.3.12b, se aprecia que los granulos de melanina estan
todavia presentes en los escalones del HOPG, indicando, por tanto, que los alli
ubicados son mas dificiles de desorber y que los granulos que adn permanecen
en las zonas de terraza estan, de hecho, conectados al biopolimero que se

encuentra sobre los escalones.

Por tanto, tomando en consideracion los resultados mostrados hasta el
momento, se puede concluir que el ciclado electroquimico da lugar a la pérdida
de cantidades significativas de especies de éxidos de hierro presentes en las
peliculas. En esta misma linea de razonamiento se ha monitorizado la
evolucion del contenido en hierro de peliculas de melanina sumergidas en
soluciones acuosas 1 mM de Na,SO, a pH 9,0 por medio de la disminucion en
la densidad de carga implicada en el pico voltamétrico Al, toda vez que éste
constituye una buena medida de la cantidad de hierro presente en los
electrodepositos. A tal fin, se sumergié una pelicula de melanina de 24 horas
en una solucién 1 mM de Na,SO, a pH 9,0 durante crecientes periodos de
tiempo (t). Una vez concluido el tiempo de cada inmersion, el sustrato de
HOPG se coloca en una celda electroquimica con NaOH 0,1 M y se registran
los correspondientes voltamogramas. Una vez hecho esto, la muestra es de

nuevo sumergida en la disolucién 1 mM de Na,SO, otro tiempo de inmersién
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diferente y asi sucesivamente. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura IV.3.13:

I
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=0.36
40 05 00
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Figura 1V.3.13. Ciclovoltamogramas registrados en NaOH 0,1 M a 0,025 V s™ para una pelicula
de melanina de 24 horas después de ser sumergida en solucion 1 mM de Na,SO,; a pH 9,0
durante diferentes tiempos de inmersion (t;): t; = 0 en color negro, t; = 10 minutos en color rojo y

t; = 90 minutos en color azul.

Tal y como se aprecia en la fig. 1V.3.13, tiene lugar un rapido descenso en la
densidad de carga asociada al pico anddico Al en los primeros 10 minutos de
inmersion. Sin embargo, para ti mayores a los 10 minutos iniciales se alcanza
un valor de densidad de carga que practicamente permanece inalterado adn
cuando se incrementa el tiempo de inmersion. En cualquier caso, debe tenerse
en cuenta que la carga implicada en el pico Al es, en todos los casos descritos
en la figura 1V.3.13, siempre mayor que la que se ha podido detectar para las
peliculas de melanina crecidas tanto en presencia de EDTANa,, fig. I1V.3.11a,
como en el caso de las primeras etapas de formacibn de estos
electrodepositos, ta = 4 horas, fig. IV.3.9a. Esto significa que algunas especies
de hierro estan mas fuertemente enlazadas a la pelicula de melanina y, de
hecho, permanecen retenidas en la superficie incluso después de varios ciclos
electroquimicos consecutivos. Los datos de XPS para estas muestras exhiben
una relacion Fe/ N entre 0,1 y 0,2. Por tanto, se puede concluir la existencia, en

estos electrodepdsitos de melanina, de dos entornos diferentes de hierro, es
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decir, por un lado tendriamos especies de hierro débilmente enlazadas en las
peliculas correspondientes a nanoparticulas de 6xidos de hierro y , por otro,
mucho mas fuertemente ligadas, especies Fe(ll)/ Fe(lll) coordinadas en la

melanina.

Conocida la capacidad de las melaninas de atrapar cantidades significativas

2337 s decidié evaluar la habilidad de estas

de iones metalicos en su estructura,
peliculas de melanina sobre HOPG para actuar como biosensores quimicos.
En este sentido se desarroll6 la siguiente experiencia: una pelicula de melanina
de ta = 24 horas sobre HOPG que sélo contiene las especies de hierro
fuertemente enlazadas al biopolimero y que, por tanto, previamente se ha
sumergido durante al menos 90 minutos en 1 mM de Na,SO, a pH 9,0, fig.
IV.3.13 en color azul, es puesta en contacto con una disolucion 1 mM de
CuSO4 a pH 9,0 durante diferentes tiempos de inmersion (t). Hecho esto, la
muestra se lava cuidadosamente con abundante agua milli-Q y se habilita
como electrodo de trabajo en una celda electroquimica con NaOH 0,1 M como
electrolito de forma que se pueda registrar su respuesta electroquimica tras
permanecer cantidades variables de tiempo en contacto con iones Cu(ll). Los
resultados de las medidas comentadas se han representado en la Figura
IV.3.14a-c. Obviamente, también se realizaron experiencias equivalentes sobre
HOPG sin modificar que hicieron las veces de blanco, fig. 1V.3.14d.
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Figura 1V.3.14. Voltamogramas registrados en NaOH 0,1 M a 0,025 V s™ para una pelicula de
melanina de t, = 24 horas sobre HOPG después de ser sumergida durante diferentes tiempos
de inmersién en solucién 1 mM CuSO,4 a pH 9,0 y lavar cuidadosamente con agua milli-Q: t; =0
(@), t = 30 minutos (b) y t; = 150 minutos (c). La muestra se mantuvo 1 minuto a -1,0 V en
NaOH 0,1 M antes de comenzar el barrido anddico. Voltametria ciclica de HOPG en NaOH 0,1
Ma 0,025V s™ tras 150 minutos de inmersién en 1 mM CuSO, a pH 9,0 (d).

Mientras que el blanco de HOPG sin modificar exhibe pequefias corrientes
anddicas asociadas a la formacion de los correspondientes 6xidos de Cu: Cu,O
(As) Yy CuO (Ap),® fig. IV.3.14c, la pelicula de melanina muestra un marcado
descenso en la carga implicada en el pico andédico Al acompafiado de un
progresivo incremento en los picos A, Y Ap en la medida en que avanza el
tiempo de inmersion, fig. 1V.3.14a-c. En cualquier caso, es claro que las
densidades de cargas correspondientes a los picos A, y Ay en el caso de la
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pelicula de melanina son notablemente superiores a las implicadas en los

mismos en el caso de la superficie del HOPG sin modificar.

Por otro lado, tal y como se aprecia en la Figura IV.3.15, la velocidad de
incorporacion de especies idnicas de Cu a las peliculas de melanina varia
fuertemente con la concentracion de CuSO4 presente en la disolucion. En tal
figura se han mostrado los valores de densidad de corriente anddica
registrados en el pico voltamétrico A, asociado a CuO, ja,, Obtenidas a partir de
los voltamogramas registrados en NaOH 0,1 M después de la incubacion tanto
en 0,1 como en 1 mM de CuSOQOy, a pH 9,0.

0.026
0.20
—~~ | S—
o [ ] &
g L 0.024 §
n
< 0.15- ° >
£ o
= L F0.022 3
< )
~ 0.101 e -
f
. : : 0.020
50 100 150
ti/ minutos

Figura 1V.3.15. Densidades de corriente del pico Ay, ja, €n peliculas de melanina de
24 horas sobre HOPG frente al tiempo de incubacién en 0,1 mM (circulos rojos) y 1

mM (cuadrados en color negro) de CuSO, a pH 9,0.

Tales acontecimientos se justifican de la siguiente manera: el plano basal del
HOPG posee en su superficie, en escalones y defectos, grupos funcionales que
contienen fundamentalmente oxigeno e hidrégeno® y que son capaces de
inmovilizar pequefias cantidades de especies idnicas de Cu. Estas especies
son, a su vez, reducidas a Cu metalico cuando la muestra se mantiene durante
un minuto a -1,0 V en NaOH 0,1 M (potencial de inicio del ciclado
electroquimico mostrado en la fig. 1V.3.14), después de permanecer diferentes
tiempos de inmersion en 0,1 0 en 1 mM de CuSOg, pH 9,0. Este Cu metalico es
ahora reoxidado durante el barrido anodico obteniéndose asi los

correspondientes Oxidos de Cu: Cu,O (Ag) y CuO (Ap). Por otro lado, la
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electrodeposicion de melanina sobre la superficie del HOPG introduce
cantidades notablemente mayores de estos grupos funcionales (quinonas,
hidroquinonas, carbonilos, acido carboxilicos, etc.) que los que pudiera haber
sobre el plano basal, de forma que las densidades de carga implicadas en los
picos asociados a los oOxidos de Cu en los electrodepdsitos aumenta

drasticamente si se compara con las registradas para el HOPG sin modificar.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto hasta el momento, el mecanismo que
se propone para la formacion potenciostética a -1,0 V de estas peliculas de
melanina sobre HOPG se explica a continuacion. El primer paso implica la
adsorcion de las moléculas de protomelanina y de pequefios oligdmeros de
melanina presentes en la solucién de NaOH 0,1 M, en forma de quinol (modo
reducido), sobre el plano basal del HOPG en una configuracion plana que
permitiera maximizar las interacciones electronicas con los orbitales 1T del
HOPG. Esta adsorcion es mas facil en los defectos de la superficie del sustrato
debido a la posibilidad de establecer puentes de hidrégeno entre los grupos
R-OH del biopolimero y los grupos funcionales (derivados de la oxidacion del
carbono) presentes, como se ha dicho, en escalones, bordes y defectos y que
hacen del plano basal del HOPG una superficie mas activa.>® Después del
proceso de nucleacion, el electrodepdsito de melanina crece lentamente con el
tiempo de adsorcion sobre las terrazas del HOPG, ver fig. IV.3.1. La diferencia
en la velocidad de deposicién observada en la sintesis de estas peliculas de
melanina cuando se hacen crecer sobre el plano basal del HOPG, superficie

altamente hidrofébica e inerte, o sobre Au(111),*%

se justifica por la muy
superior cantidad de sitios activos de nucleacién presentes en la superficie
metdélica en comparacion con la del HOPG. Por su parte, la morfologia de islas
ramificadas detectada en los electrodepdsitos se asemeja poderosamente a
patrones de agregacion difusionales ramificados.*® De hecho, es perfectamente
factible que bien monémeros, protomoléculas o pequefios oligobmeros de
melanina se vayan incorporando a las islas bajo control difusional, de forma
gue tienen mas opciones de ser capturados por las protuberancias de las islas,

dando lugar asi a patrones ramificados.
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Una vez se ha formado el electrodepdsito de melanina sobre el HOPG, el
anteriormente hidréfobo y bastante inerte plano basal pasa a ser, tras la
modificacién, una superficie repleta de grupos R-OH y demd&s grupos
funcionales oxigenados capaces de atrapar especies de hierro. De hecho, en
las primeras cuatros horas de adsorcion solo resulta posible detectar trazas de
hierro, fig. IV.3.3b. Sin embargo, en la medida en que aumenta el tiempo de
adsorcion, la cantidad de hierro presente en las peliculas aumenta
considerablemente. A la vista de los espectros XPS, fig. 1V.3.3, y de los
ciclovoltamogramas, fig. IV.3.9 y IV.3.10, el hecho de que el N y el Fe ofrezcan
cinéticas de incorporacion a las peliculas significativamente diferentes indica
que la mayoria del Fe presente en las mismas no se debe a especies de hierro
coordinadas en la melanina ya que, en ese caso, ambos elementos exhibirian
dependencias entre la concentracién superficial y el tiempo de adsorcidon
similares. Lo que, como se ha visto, no es asi. Por lo tanto, parece razonable
asumir que la mayoria del hierro que queda retenido en las peliculas tiene su
origen en la incorporacién de nanoparticulas de 6xido de hierro producidas, a
su vez, por la coprecipitacion de especies de Fe(ll)/ Fe(lll), presentes en el
polvo de eumelanina sintética. De hecho, es bien sabido que la coprecipitacion
de Fe(ll)/ Fe(lll) en NaOH da como resultado la formacion de particulas de
6xidos de hierro de talla nanométrica.** Estas nanoparticulas de 6xidos de
hierro son, por tanto, los granulos brillantes mostrados en las imagenes de
AFM, fig. IV.3.1d, SEM, fig. IV.3.7, y analizadas por EDX, fig. 1V.3.8b, que,
ademas, corresponden al hierro débilmente enlazado detectado en las

experiencias mostradas en las fig. IV.3.13 y 1V.3.14.

Las nanoparticulas de éxidos de hierro tienen un punto isoeléctrico de 7,5,
por lo que, a pH 12,6 al que se sintetizan las peliculas, aparecen cargadas
negativamente.*> Por lo tanto, parece razonable asumir que estas
nanoparticulas estdn formadas por un nucleo de hierro metélico, de 6xidos de
Fe(ll) o de FezO4 que exponen sus grupos Fe-O hacia la solucion acuosa
alcalina. Estos grupos son capaces, por su parte, de formar enlaces de
hidrogeno con los grupos quinol presentes en el depdsito de melanina. En este

sentido, se ha descrito en la bibliografia que, de hecho, es posible recubrir
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nanoparticulas de oxidos de hierro con dextrano mediante el establecimiento
de enlaces de hidrégeno entre grupos hidroxilo* y, ademas, el pK, de los
indoles se ha establecido en 16,97.* Incluso se han podido detectar, en este
caso mediante el estudio de curvas de fuerzas por AFM, enlaces bastante
estables entre citocromos C de origen bacteriano y 6xidos de hierro presentes
en una punta AFM, que facilitan la transferencia electronica a iones hierro
durante la respiracién anaerébica.” Por otro lado, como se ha dicho, las
melaninas naturales son capaces de atrapar cantidades apreciables de iones
metalicos, hierro entre ellos, de forma que los tejidos que poseen melanina
proporcionan un intenso contraste en las imagenes obtenidas por resonancia
magnética.*® Asi, el confinamiento de particulas de 6xidos de hierro en células
o tejidos marcados, produciria como consecuencia una significativa
amplificacion de la sefial. Las peliculas de melanina son, por tanto, capaces de
concentrar estas nanoparticulas de oxidos de hierro sobre la superficie del
HOPG, lo que explicaria el drastico aumento en el recubrimiento superficial del
sustrato por parte del electrodepdsito observado en las imagenes AFM, fig.
IV.3.1c y d. Como se ha comentado, el ciclado electroquimico de las peliculas
de t, = 24 horas desencadena la desorcion de, fundamentalmente, estas
nanoparticulas de 6xidos de hierro, toda vez que el depdésito final obtenido tras
el ciclado se asemeja, tanto en morfologia, fig. 1V.3.12b, como en
comportamiento electroquimico, fig. 1V.3.9d, a las peliculas de melanina de t, =
4 horas, fig. 1V.3.1a y 1V.3.9a, respectivamente, donde el biopolimero domina
frente a la presencia de especies de hierro. Por otro lado, la mas reducida
fraccibn de especies de hierro, mas fuertemente enlazada al biopolimero,
puede ser asignada a iones hierro coordinados a la estructura organica de la

melanina.??%®

Por otro lado, estas peliculas son capaces de atrapar iones Cu en su
estructura cuando son puestas en contacto con soluciones que los contengan,
fig. IV.3.14. Cabe decir que se ha descrito que, en las melaninas, los iones
Cu*? y Fe*® comparten sitios de enlace, esto es, se coordinan a especies tipo
catecol (cat).*” En este sentido, se debe destacar que la constante de afinidad

para el sistema melanina-Cu es mayor que la del melanina-Fe*® y, de hecho, a
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pH 9,0, tiene lugar la formacién®® del complejo [Cu(cat),]% En los Ultimos
tiempos es frecuente en el tratamiento de melanomas el uso de farmacos que
contienen Cu.?>*° En esta linea de razonamiento, el sistema melanina-hierro
podria ser considerado como un modelo valido para estudiar y caracterizar las

interacciones existentes entre melanina-hierro y farmacos que contuvieran Cu.
IV.3.2.1. Caracterizacion de sitios de Fe en la melanina

Con la intencion de definir la naturaleza del hierro presente en la eumelanina se
ha llevado a cabo su caracterizacion por medio de medidas de estructura de
absorcion de rayos X (XAFS) sobre muestras de la eumelanina sintética
empleada en todas nuestras experiencias y, para su comparacion, de distintas
muestras de variados Oxidos de hierro. Tales acciones tienen como objetivo
ultimo el establecer las concentraciones relativas de Fe(ll)/Fe(lll) y, ademas,
definir el entorno local de éstos en la eumelanina, esto es, simetria,

coordinacion, distancias atomicas y densidad de iones hierro.

En capitulos precedentes ya se recurri6 a medidas de la estructura de
absorcion de rayos X proxima al umbral, XANES, con la intencién de obtener
informacion precisa acerca del estado de oxidacion de los iones hierro y su
simetria. En la Figura IV.3.16a se han representado los espectros XANES de la
eumelanina sintética y de tres compuestos de 6xidos de hierro empleados
como referencia. Los resultados de tales espectros son consistentes, en el
caso de la melanina, con la presencia de iones hierro en una alta simetria, es

decir, en este caso iones Fe octaédricamente coordinados.>°

Como una primera aproximacion para definir un estado de oxidacion
promedio para las especies de hierro presentes en la melanina se establecio
una relacion lineal con los aumentos de energia del umbral K del Fe respecto al
Fe® metalico utilizando para ello los mismos 6xidos de hierro que se tomaron
como referencia en los espectros anteriores, fig. 1V.3.16b.>! Llegados a este
punto, se debe afadir que la relacion Fe(ll)/ Fe(lll) en la melanina se establecio
a partir del desplazamiento del umbral K del Fe en el espectro de adsorcion,
asumiendo la presencia en la muestra de Unicamente dos estados de oxidacion

para el hierro, es decir, +3 y +2.%2
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Figura IV.3.16. (a) Espectros XANES de la muestra de eumelanina sélida (color negro)
y de los 6xidos de hierro usados como referencia: FeO (color rojo), Fez;O, (color verde)
y Fe,O;3 (color azul). (b) Aumentos de energia del umbral K del Fe de las distintas
muestras (E) respecto al Fe’ metélico (Eo). Los Oxidos de Fe se toman como
referencia para la calibracion del estado de oxidacion promedio.

Por tanto, de acuerdo a los resultados obtenidos conforme a los
procedimientos descritos, se puede concluir que el desplazamiento de energia
del umbral K del Fe en el espectro XANES de absorcion en la muestra de
melanina, de 7,3 eV, ver fig. IV.3.16b, implicaria necesariamente una relacion
Fe(ll)/ Fe(lll), en la melanina, de 1/ 9.

Por su parte, las experiencias realizadas por estructura fina de absorcion de
rayos X (EXAFS) nos permitieron establecer la estructura del entorno mas
inmediato de los iones Fe presentes en la muestra de eumelanina sintética. El
analisis de los datos de EXAFS se realizo de acuerdo al método de filtrado de
Fourier.’> Como ya se ha dicho, el andlisis de la regién XANES proxima al
umbral permite asumir para el Fe en la melanina un entorno octaédrico
distorsionado equivalente al que exhibe el Fe en el Fe,O3, ver fig. 1V.3.16 a. Por

tanto, la primera esfera de coordinacion del Fe se puede representar por un
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anico atomo de Fe en un arreglo estructural distorsionado pero similar al del Fe

en el Fe,O3, con una longitud de enlace bien definida.

Asi, en la Figura 1V.3.17 se han representado las transformadas de Fourier
de los datos experimentales de las oscilaciones de estructura fina, EXAFS, por
encima del umbral obtenidos para la melanina y de la correspondiente a la
funcién ajustada considerando una primera esfera de coordinacion con seis

atomos de oxigeno y una segunda de atomos de Fe.

12

Ajuste
e Experimental

FT (K*x(K))
Ky (k)

1
(o]
T

0 4 6 8 10 12
R/ A k/ A*

Figura IV.3.17. (a) Transformada de Fourier de los datos experimentales de EXAFS obtenidos
para la melanina (circulos) y la correspondiente a la funcién ajustada (linea roja) considerando
una primera esfera de coordinacion con seis atomos de oxigeno y una segunda de atomos de
Fe. (b) Transformada de Fourier de los datos experimentales obtenidos para la melanina

(circulos) filtrados en la region de 1-4 A y la correspondiente a los datos ajustados (linea roja).

En este sentido, en la Tabla 1V.3.2 se han dispuesto los parametros EXAFS
para la primera esfera de coordinacion para cada tipo de atomo vecino (Fe y
0):
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NuUmero de
Esfera de coordinacion Distancia radial/ A Factor Debye-Waller/
coordinacién . A-2

promedio

O, 4.21 2.005 0.0081

O, 1.63 2.185 0.0081

Fe; 0.65 2.815 0.0043

Fe, 0.55 2.955 0.0043

Fes 0.35 3.245 0.0043

Tabla 1V.3.2. Parametros EXAFS para la primera esfera de coordinacién para cada tipo de
atomo vecino (Fe y O).

De acuerdo a estos resultados, la estructura mas probable para el Fe en la
melanina consiste en un Unico atomo de Fe coordinado a tres pares de atomos
de oxigeno como vecinos mas proximos. De hecho, en estudios previos se han
asignado dos pares de estos oxigenos a dos estructuras tipo quinonas.*® El par
restante de atomos de oxigeno se atribuye a la hidratacion de la muestra, fuera
del plano definido por las estructuras tipo quinona. En nuestro caso, la longitud
del enlace Fe-O de 2,18 A, registrado para los oxigenos de hidratacion, resulta
ser aproximadamente 0,2 A mayor que la de los cuatro atomos de oxigeno
correspondientes a las estructuras tipo quinona enlazados al Fe, ver Tabla
IvV.3.2.

Por ultimo, otro punto destacable de las medidas realizadas por EXAFS
corresponde a la coordinacion del atomo de Fe con otros iones Fe proximos.
Asi, conforme a los valores del niamero de coordinacion promedio, incluso
aunque éstos no se correspondan con los exhibidos por el Fe en las
estructuras cristalinas de 6xidos de hierro, los centros Fe aparecen enlazados
con otros atomos de Fe, formando, por tanto, clisteres de melanina con mas

de un ién de hierro.

En resumen, los resultados de XPS, FTIR, XANES y EXAFS mostrados
hasta ahora demuestran que el electrodepésito granular contiene
fundamentalmente grupos quinona/ semiquinona/ hidroquinona y complejos
oxo-hidréxidos de melanina-hierro de simetria octaédrica. Ademas, las medidas
realizadas por AFM, SEM y EDX confirman igualmente la presencia en estas
peliculas de especies de Oxidos de hierro. El electrodepdsito obtenido es, en

cualquier caso, activo electroquimicamente en un amplio rango de potenciales

y de pHs.
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IV.3.2.2. Propiedades magnéticas de las peliculas de melanina sobre
HOPG

Como ya se ha descrito en capitulos precedentes, los electrodepdsitos de
eumelanina muestran propiedades magnéticas que resultan de gran interés
desde el punto de vista de la dependencia existente entre éstas y, por un lado,
la complejidad estructural y, por otro, la variabilidad en cuanto a la composicion
quimica exhibida por estas peliculas en funcion del tiempo de adsorcion y del
sustrato elegido para la sintesis electroquimica. En este sentido cabe destacar
que existen en la bibliografia distintos estudios en los que se describe
someramente el comportamiento magnético de melaninas procedentes de
diferentes fuentes.>*>* Asi, se ha postulado que las melaninas naturales, en
virtud de su persistente sefial de resonancia de espin-electron (ESR),
contienen una mezcla de toda una suerte de especies radicalarias que tienen
su origen en los derivados de orto-semiquinonas y orto-quinonas que
constituyen las melaninas y que dan como resultado granulos

paramagnéticos.>

Especial atencién merecen las experiencias descritas en la ref. [54] donde el
momento magnético registrado para una eumelanina sintética preparada por
oxidacion enzimatica (tirosinasa) de dopamina en presencia de especies 0xo-
hidroxidos de hierro y, por tanto, equivalente a la empleada en nuestros
experimentos, no se puede explicar recurriendo Unicamente a los iones hierro
quelados en la matriz organica como iones paramagnéticos individuales. Los
autores defienden, en cambio, un modelo basado en la presencia de pequefios
granulos superparamagnéticos donde todos los espines se alinean
paralelamente: acoplamiento ferromagnético de cliusteres de Fe**. Estos
granulos superparamagnéticos habrian de convivir con una fuerte contribucién
paramagnética debido a aquellos iones hierro libres del acoplamiento
ferromagnético. Estas estructuras magnéticas bien definidas permiten explicar
el fuerte momento magnético que exhibe esta eumelanina sintética en
comparacion a la neuromelanina de origen humano objeto del estudio. Estos
resultados adquieren una gran relevancia si se tiene en cuenta que, cuando se

aisla este pigmento a partir de pacientes afectados por la enfermedad de
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Parkinson, la magnetizacion total registrada para la muestra es
significativamente menor que la que se ha podido detectar en las
neuromelaninas de control. Este hecho se relaciona con una progresiva
migracion de iones Fe™ desde sus sitios de almacenamiento en la

neuromelanina al citosol.

En este contexto cabe comentar que la microscopia de fuerzas magnéticas
(MFM) ha sido ampliamente utilizada en los ultimos tiempos en el estudio y
caracterizacion de la hano y microestructura magnética y, adicionalmente, en la
estimacion del momento magnético de una amplia variedad de materiales.
Entre éstos destacarian los dispositivos magnéticos de almacenamiento de
informacioén, nanoparticulas de Co y de Fe, cédigos de barras de Cu-Ni,
bacterias magnetotacticas, imanes moleculares, etc.>®> Como ya se ha descrito
previamente, las medidas de MFM se llevan a cabo mediante el uso de una
punta con recubrimiento ferromagnético de CoCr que, por cada linea de la
imagen, se hace pasar en dos ocasiones por encima de la muestra con objeto
de aislar las interacciones de largo alcance como son las de origen magnético
de aquellas de corto alcance, van der Waals fundamentalmente. Asi, durante el
primer barrido de la punta, se registra la topografia de la muestra. En el
segundo, denominado modo lift, la punta es elevada sobre la muestra una
altura determinada, comprendida normalmente entre 20 y 50 nm,
reproduciendo la topografia registrada en el primer barrido, de forma que la
distancia relativa punta-muestra permanezca constante en todo momento. En
estas condiciones, las interacciones de tipo magnético (y/o electrostatico si las
hubiese) son medidas de forma especifica, minimizandose de esta manera la
contaminacion inducida por la topografia de la muestra, debida, como se ha
explicado, a las interacciones de corto alcance. La resolucion de la técnica
depende, por tanto, de varios factores entre los que sobresalen el tamafio y la
forma de la punta, la distancia punta-muestra, el ruido ambiental (eléctrico,
mecanico y acustico) y, como no, la sensibilidad de la instrumentacion. Es, por
tanto, muy importante garantizar que la altura de trabajo en el modo lift sea lo
suficientemente grande como para eliminar la contribucién de las interacciones

de van der Waals. Sin embargo, no se debe ignorar el hecho de que cuanto
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mayor sea la distancia relativa punta-muestra, la intensidad del campo
magnetostético, debido a los dipolos magnéticos de la muestra, experimentada
por la punta es menor, dando como resultado una pobre sefial y, como

consecuencia, una limitada resolucion.

Teniendo en cuenta que se han podido observar por MFM la estructura
magnética de composites de polimeros y nanoparticulas de 6xidos de hierro,*®
asi como el contraste de fase de origen magnético debido a nanoparticulas
individuales de o6xidos de hierro,>” unido al hecho fehaciente de los
prometedores resultados alcanzados previamente en peliculas de melanina
sobre Au(111),%* resulta razonable considerar a los electrodepésitos de
melanina sobre HOPG, dadas su composicibn quimica y su morfologia
caracteristica, como candidatos ideales para que sus propiedades magnéticas

puedan ser evaluadas por MFM.

En la Figura IV.3.18 se han dispuesto las imagenes topograficas (izquierda)
y de contraste de fase magnético (derecha) de una pelicula de melanina de 24
horas, donde, como puede apreciarse, el biopolimero practicamente cubre la
totalidad de la superficie del plano basal del HOPG. Téngase en cuenta que la
resolucién lateral de las imagenes de AFM que se mostrardn a continuacion,
sobre los 12 nm en algun caso, es razonablemente superior a la curvatura de la
punta, en torno a los 50 nm segun especificaciones del fabricante, lo que
resulta factible debido a la gran periodicidad y regularidad exhibida por la
disposicion de los granulos que conforman el electrodepdsito. Por su parte, en
lo que corresponde a la imagen de MFM, fig. 1V.3.18b, se observa claramente
la aparicion de dominios magnéticos, mas o menos globulares, de talla
submicrométrica y que exhiben signos de contraste de fase alternados, es
decir, positivos (interaccion punta-muestra de tipo repulsiva) y negativos
(interaccion atractiva). Este hecho tiene su importancia dado que la
comparacion con la imagen de contraste de fase que se obtiene cuando no se
activa el modo lift, de signo mayoritariamente positivo en los casos que se
procede a exponer, es indicativa de la presencia en la muestra de estructuras

con magnetizacion paralela, no achacables en ninglin caso a la topografia de la
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muestra.

0.0 ©

Figura IV.3.18. Imagenes MFM de 5,0 x 5,0 um? de pelicula de melanina de t, = 24 horas sobre
HOPG: (a) topogréafica y (b) contraste de fase. La altura en el modo lift es de 25 nm. Se

advierten regiones con diferente magnetizacion.

Las regiones con contraste de fase del mismo signo responden de forma
similar a la interacciébn con la punta, definiendo asi los correspondientes
dominios de magnetizacién paralela. Este tipo de comportamiento magnético
como el descrito para el sistema melanina-hierro también ha sido observado en
peliculas delgadas de aleaciones granulares, débilmente ferromagnéticas, de
CoFeAgCu® y, mas recientemente, en el caso del ensamblado bidimensional
de nanoparticulas superparamagnéticas (SPMNPs) de Co, de 9-12 nm de
diametro, sobre Si.*° Si bien es cierto que existen légicas diferencias entre los
ejemplos expuestos y los electrodepdsitos de melanina-hierro, también lo es
que tanto el reducido espesor como la composicion de las peliculas (con una
apreciable contribucion de nanoparticulas de Oxidos de hierro,
fundamentalmente de Fe30,, y de una variada coleccidén de tamafios) hacen de
los electrodepdsitos de melanina-hierro sobre HOPG sustratos susceptibles de

mostrar similares comportamientos.

Cuando se aborda el estudio por MFM de peliculas con un menor grado de
recubrimiento de la superficie del HOPG que las anteriores, de t, = 18 horas en
este caso, Figura 1V.3.19, los resultados obtenidos son similares a los
precedentes, aunque con matices significativos que a continuacién se detallan.

Especial relevancia adquieren aquellas muestras en las que la superficie del
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sustrato presenta un gran nimero de escalones y/ o defectos. En las presentes
muestras se distingue con facilidad la existencia de una estructura magnética
de é&reas correlacionadas, con contrastes de fase de signo opuesto, fig.
IV.3.19b, en un sistema con una morfologia bastante mas discontinua que en el

ejemplo anterior, fig. 1V.3.19a.

20.0 nm
10.0 nm |
&

0.0 nm

Figura IV.3.19. Imagenes MFM de 5,0 x 5,0 um? de pelicula de melanina de t, = 18 horas sobre

HOPG: (a) topografica y (b) contraste de fase. La altura en el modo lift es de 25 nm.

El hecho de que las areas mas brillantes y las areas mas oscuras de la
imagen de contraste de fase magnético coincidan con las zonas
correspondientes 0 mas proximas a los escalones presentes en la superficie
del HOPG en la imagen topografica, guarda, muy probablemente, una relacién
directa con el modelo propuesto de crecimiento del electrodepdsito de melanina
sobre el plano basal. N6tese que la imagen de contraste de fase esta formada
por una serie de dominios alternados mas o menos rectilineos en oposicion a
los dominios méas bien globulares mostrados en las imagenes anteriores. Asi,
las diferentes cinéticas de incorporacion de nanoparticulas mas o menos ricas
en oOxidos de hierro exhibidas durante la sintesis electroquimica del sistema
melanina-hierro y mostradas por AFM, fig. IV.3.1, en funcion de si tiene lugar
sobre los escalones y defectos de la superficie, significativamente mas
reactivos y sitios preferentes de nucleacion, o de si se trata de la zona de
terrazas entre escalones del plano basal, practicamente inerte, condicionarian
un enriquecimiento diferencial de tales nanoparticulas, presumiblemente
superparamagnéticas, en regiones bien definidas. De esta forma se originarian
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dominios de magnetizacién paralela, de signos opuestos, vinculados a estas
zonas, en contraste con otras regiones del sustrato modificado bastante mas
homogéneas. De hecho, en zonas amplias de terrazas entre escalones, como
las que se muestran en la figura 20, se detectan diferentes areas brillantes
(contraste de fase positivo) y areas oscuras (contraste de fase negativo) mas
bien amorfas y distribuidas aleatoriamente, méas en la linea de lo que ocurria en
el caso comentado anteriormente, fig. 1V.3.18b.

o

5.0
—
2.00 2.5 °
‘ i
0.0 °
-,
“

1.00

pm

Figura IV.3.20. Imagenes MFM de 2,7 x 2,7 um” de pelicula de melanina de t, = 18 horas sobre

HOPG: (a) topografica y (b) contraste de fase. La altura en el modo lift es de 25 nm.

En algunas de las imagenes MFM mostradas hasta el momento la topografia
de la muestra resulta aun perceptible. Tal circunstancia, habitual en cualquier
caso, es una consecuencia directa de, por un lado, el hecho de que, en el caso
de las nanoparticulas magnéticas, el dipolo magnético esta centrado en las
mismas, con lo que decae rapidamente en ausencia de las nanoparticulas®®®°
y, por otro, de los intentos por maximizar la sefial MFM disminuyendo la altura
aplicada en el modo lift. En este sentido, si bien se han realizado estudios
tedricos que demuestran que a alturas por encima de los 20 nm el contraste de
fase es causado mayoritariamente por las interacciones de largo alcance,
magnéticas en el caso que nos ocupa, también es cierto que las contribuciones
de otras interacciones posibles entre punta-muestra como, especialmente, las
de van der Waals y las de origen electrostatico, no deben ser descartadas

completamente.®*
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El analisis exhaustivo de los datos recabados por MFM en estas peliculas de
melanina sobre HOPG arroja un nuevo aspecto interesante a tener en cuenta:
la amplitud de la sefial MFM registrada es menor en las regiones con mayor
recubrimiento de la superficie del sustrato, fig. 1V.3.18, que en aquellas de
menor densidad superficial, fig. 1V.3.19 y 1V.3.20. Este fendmeno, es decir, la
variacion de la amplitud de la sefial magnética MFM con el grado de
recubrimiento del sustrato, puede apreciarse claramente en la imagen
magneética representada en la Figura 1V.3.21, donde coexisten regiones con

diferente densidad superficial de particulas:

0.0 °

) zona 1 : zona 2 c
o) |
N 1 |
& |
(¢b) i
<= A
) \,JV
e |
< |
= - |
'E I
o |
|
O '2 1 . 1 1 1 1 1

X/ um

Figura 1V.3.21. Imagenes MFM de 10,0 x 10,0 pm® de pelicula de melanina de t, = 18 horas
sobre HOPG: (@) topogréafica y (b) contraste de fase. La altura en el modo lift es de 25 nm.
Las lineas negra y roja en (a) delimitan las zonas 1, de mayor densidad superficial, y la zona
2, de menor recubrimiento, respectivamente. (c) Seccion transversal de la imagen de MFM

correspondiente a la linea azul en (b).
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Asi, en la fig. IV.3.21a se han delimitado claramente dos regiones con
diferente densidad de nanoparticulas que exhiben, en promedio, diferentes
contrastes de fase magnéticos, fig. 1V.3.21b. Analizando cada una de estas
zonas por separado resulta posible distinguir estructuras magnéticas analogas
a las descritas anteriormente en las figuras 1V.3.18 y 1V.3.20. La seccion
transversal realizada en la imagen de MFM permite poner de manifiesto las
diferencias en cuanto a la magnitud del contraste de fase magnético exhibido
por cada una de las dos regiones diferenciadas, fig. IV.3.21c. De hecho, estos
valores se hacen hasta tres veces mayor en el caso de las regiones de menor
densidad de nanoparticulas, en comparacion a los que se han podido registrar
para las zonas de mayor recubrimiento del sustrato. En la referencia [59], en el
ensamblado bidimensional de SPMNPs de Co sobre sustratos monocristalinos
de Si, se hace mencion a un fenomeno similar al descrito en esta memoria. Los
autores justifican tal comportamiento en la base de una preferente
magnetizacion en el propio plano de la capa 2D que definen las NPs de Co,
con lo que, en la medida en que aumenta la densidad de nanoparticulas en
dicha capa, la sefial MFM por particula disminuye. Esto Gltimo es consecuencia
del hecho de que en las areas de mayor densidad de NPs, donde el sustrato
esta practicamente cubierto, el momento magnético de las particulas es
forzado a permanecer en el plano debido a las interacciones dipolares que se
establecen con las NPs vecinas, esto es, en perpendicular a la direccién

efectiva de la medida MFM.

Llegados a este punto se hace necesario comentar que todas las muestras
objeto del presente estudio fueron igualmente exploradas, exactamente en las
mismas condiciones experimentales empleadas en las experiencias MFM, pero
haciendo uso, en este caso, de puntas de idénticas caracteristicas fisicas pero
carentes del recubrimiento ferromagnético de CoCr, con el objetivo de
garantizar que se estan detectando sefiales de origen magnético.’*®! De
hecho, los resultados registrados con estas puntas no magnéticas no
mostraron, en ningun caso, rastros de la presencia de las areas brillantes y
oscuras alternadas que si aparecian en las medidas llevadas a cabo con

puntas de CoCr.
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En resumen, los electrodepdsitos de melanina sobre HOPG, en virtud de los
resultados obtenidos mediante el analisis de su nano y microestructura
magnética por medio de MFM, exhiben un comportamiento magnético
caracterizado por la presencia de dominios de magnetizacion paralela, similar a
aguellos registrados en los casos de peliculas delgadas ferromagnéticas.
Tomando en consideracion los resultados presentados, tanto las caracteristicas
morfologicas como la magnitud de la sefial de MFM asociada a tales dominios
pueden ser convenientemente manipuladas controlando el tiempo de
adsorcion, es decir, la densidad superficial de NPs, y las caracteristicas de la
superficie del sustrato de HOPG, en términos del niumero de escalones y
defectos.

Por ultimo, recientemente se han publicado distintos estudios relacionados
con la medida y caracterizacion por MFM de las sefiales asociadas a
nanoparticulas aisladas de caracter superparamagnético o0 a imanes
moleculares individuales, de diversos origenes, en los que se discuten tanto la
idoneidad como las ventajas y limitaciones de la técnica respecto a esta
cuestion en concreto.’”*%%%2 En este sentido, lo primero que se ha de
comentar es que la mayoria de estos ejemplos los protagonizan particulas de
dimensiones inferiores a los 100 nm. Esto hace que tales particulas sean, por
naturaleza, paramagnéticas o superparamagnéticas. Como es sabido, en la
Naturaleza, el material magnético mas comun es la magnetita, Fe3O,4, que
corresponde a dos estados de oxidacion del hierro: Fe(ll) y Fe(lll). La
composicion i6nica, la simetria cristalina y la geometria presentes en la
particula magnética determinan sus propiedades magnéticas y, ademas,
proporcionan una informacion de gran valor sobre los medios biolégicos que

nuclean o precipitan cristales de hierro de un estado de oxidacién especifico.®®

Las dimensiones de la particula constituyen un factor decisivo en cuanto a
gue afectan criticamente a sus propiedades magnéticas. De hecho, las
nanoparticulas que son suficientemente pequefas presentan una estructura de
un unico dominio magnético frente a particulas de mayor tamafio que constan
de varios dominios con diferentes orientaciones de magnetizacion. Asi, las NPs

de magnetita con tamafios inferiores a 80 nm son particulas que exhiben un
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s6lo dominio magnético. Ademas, aquellas NPs de magnetita con dimensiones
inferiores a 25-35 nm, a 300 K, deben ser consideradas superparamagnéticas
dado que no poseen suficiente volumen como para mantener un momento
magnético estable, pues la energia térmica a temperatura ambiente es

suficiente como para invertir su sentido.

Por su parte, particulas de magnetita mayores a 25-35 nm exhiben

comportamiento  ferromagnético.®*%%

De forma similar a los &tomos vy
moléculas paramagnéticas, un conjunto de particulas superparamagnéticas
muestran un momento magnético neto sélo en presencia de un campo
magnético externo. Por las razones expuestas, la posibilidad de utilizar esta
técnica para la obtencién de imagenes que permitan la localizacion espacial de
dominios magnéticos en la nanoescala presentes en determinados tejidos a
niveles sub-celulares constituye un ilusionante reto extensible a las peliculas
delgadas de melanina sintética preparadas sobre HOPG. La presencia en los
electrodepositos sobre HOPG de NPs con dimensiones comprendidas entre 8-
35 nm, fig. IV.3.1, con una creciente contribucion de oOxidos de hierro,
fundamentalmente de Fe3;0,4 de acuerdo a los datos obtenidos por XANES,?2
previsiblemente superparamagnéticas de acuerdo a lo expuesto, en la medida
en que aumenta el tiempo de adsorcién, hacen de las peliculas de melanina-

hierro sustratos ideales para evaluar las sefiales MFM asociadas a estas NPs.

No obstante, téngase en cuenta que, dados los resultados mostrados tanto
por AFM como por voltametria ciclica y XPS, las nanoparticulas
significativamente ricas en 6xidos de hierro no empiezan a depositarse sobre
las peliculas hasta que no se alcanza un cierto grado de recubrimiento de la
superficie del HOPG. Este hecho junto con las limitaciones de sensibilidad de la
técnica que no permite detectar el débil campo magnético debido a SPMNPs
gue actien como monodominios magnéticos cuyas dimensiones sean
inferiores a 10 nm,** hace que no sea posible detectar la sefial de MFM
originada por las mismas en peliculas de tiempos de adsorcion inferiores a las
8 horas. No obstante, en electrodepdésitos de mas entidad, tal y como se
aprecia en la Figura IV.3.22 donde se han representado imagenes MFM

caracteristicas de una pelicula de t; = 14 horas, pueden detectarse algunas
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particulas aisladas de tamafios comprendidos entre 15 y 30 nm, depositadas
sobre una primera capa o0 bicapa de agregados del biopolimero (ver fig.
IV.3.22a y c, linea negra). Tales particulas exhiben un contraste de fase

magnético caracteristico y analogo a los que se han detectado en la

bibliografia, vinculados a monodominios magnéticos de SPMNPs de Co o,
59,61

como en nuestro caso, de Oxidos de hierro tipo magnetita.

5.0 nm
2.5 nm

0.0 nm 0.0 °

z/ nm
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Figura IV.3.22. Imagenes MFM de 450 x 450 nm’ de pelicula de melanina de t, = 14 horas
sobre HOPG: (a) topografica y (b) contraste de fase. La altura en el modo lift es de 25 nm. (c)
Secciones transversales de la imagen topografica correspondiente a la linea negra en (a), en

negro, y de la imagen MFM (b) en rojo.

La seccién transversal de estas particulas (fig. IV.3.22b y ¢) muestra que su
contraste de fase magnético se amolda a la siguiente descripcidn: contraste de
fase de sentido marcadamente negativo en el centro de la particula y

ligeramente positivo en los extremos de la misma.®® Ahora bien, el perfil de al
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menos una de las particulas, la ubicada mas a la izquierda en las figuras
IV.3.22a-c, también se ajustaria al cldsico modelo que exhiben particulas
ferromagnéticas, es decir, tipo dipolo, aunque esto se suela dar, mas
frecuentemente, en los casos de magnetizacion externa en la direccién del
plano de la muestra, al menos en el caso de NPs.®®? Ademas, en la misma
imagen, también pueden apreciarse NPs con contraste de fase magnético
esencialmente positivo, especialmente en la zona central de la misma. Es decir,

que de acuerdo a lo expuesto por diferentes autores,®"%%°

corresponderian a
NPs no magnéticas. En tal caso, una posible explicacion al origen de este
contraste de fase positivo, consecuencia de una interaccion punta-muestra
repulsiva, residiria en una interaccién de tipo electrostatico entre punta y NPs,

idénticamente cargadas.

No obstante, algunas de las particulas presentes en peliculas mas gruesas y
acompafando a la distribucion de éareas brillantes y oscuras alternadas
caracteristica de estas muestras, fig. 1V.3.19, también desarrollan contrastes de
fase magnéticos similares a los descritos lineas atras. Asi, en la Figura 1V.3.23
se han representado imagenes MFM de una pelicula de melanina de 24 horas

y sus correspondientes secciones transversales.
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Figura 1V.3.23. Imagenes MFM de 2,5 x 2,5 pm2 de pelicula de melanina de t, = 24 horas sobre
HOPG: (a) topografica y (b) contraste de fase. La altura en el modo “ift” es de 25 nm. (c) y (d)
Secciones transversales de la imagen topografica correspondiente a la lineas negras y azul en

(a), en negro y azul, y de la imagen MFM (b) en rojo y naranja, respectivamente.

Sin embargo, se debe llamar la atencion sobre el hecho de que este efecto
se observa en particulas relativamente aisladas entre si que comienzan a
desarrollarse sobre una ya preexistente capa homogénea del electrodepédsito
de melanina-hierro, es decir, correspondiente a una segunda fase de
crecimiento 3D de la pelicula. Asi la particula ubicada en la parte inferior de la
imagen, fig. 1V.3.23c, mas que un efecto unidireccional, exhibe dos zonas de
contraste de fase magnético de signo opuesto: ligeramente positivo en los
bordes y negativo en el centro. Por el contrario, la seccién transversal de las
particulas en la parte superior de la imagen muestra un contraste de fase
esencialmente positivo. Estas Ultimas carecerian, por tanto, de las propiedades

de indole magnética exhibidas por las anteriores.®??
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IV.3.2.3. Propiedades electrocataliticas de las peliculas de melanina sobre
HOPG

La reduccion electroquimica de oxigeno desempefia un papel mas que
significativo en el disefo y desarrollo de celdas de combustible, de sensores de
gases y en la sintesis electroquimica de peréxido de hidrégeno.®* La reaccién
de reduccion de oxigeno tiene lugar de acuerdo a un proceso directo de cuatro
electrones o a través de dos electrones.®® La obtencién de agua por medio de
la reduccion directa de cuatro electrones se emplea en el caso las celdas de
combustible y de los sensores de gases, mientras que el peréxido de hidrégeno
se obtiene a través de la reduccion electroquimica de oxigeno de dos
electrones. La reaccion de reduccion de oxigeno (ORR) ha sido ampliamente
estudiada sobre varios sustratos electrodicos tales como platino, mercurio,
plata, oro y materiales basados en el carbono.®® De hecho, se ha establecido
gue esta reaccidn esta notablemente influenciada por la naturaleza del material
electrédico y por el medio electrolitico. Asi, el efecto que ejercen tanto las
caracteristicas fisico-quimicas del sustrato y distintas fases electroliticas en la
ORR, a través de su influencia en los potenciales y corrientes de reduccion, se
han estudiado y descrito ampliamente en la bibliografia.®® No obstante, el
mecanismo detallado de la reduccion de oxigeno no esta del todo claro. Como
ya se ha explicado anteriormente se cree que, en general, la reduccién de
oxigeno ocurre de acuerdo a la via directa de cuatro electrones o a la de dos
electrones, que se representan, para los medios neutros y alcalinos donde se

desarrollan nuestros estudios, de la siguiente manera:

1. Via directa de cuatro electrones:

O, + 2H,0 + 4e” — 40H" (1)
2. Via peroéxido de hidrogeno:
O, + H,O + 2" — HO, + OH 2
A la reaccion (2) le sigue la posterior reduccién de dos electrones:
HO, + H,O + 2e” — 30H" 3)
O la descomposicion mediante la reaccion de dismutacion:
2HO, — 20H + O, 4)
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Con caracter general se debe comentar que los electrodos de base carbon,
de gran &rea superficial, son de gran interés desde el punto de vista de la ORR
toda vez que se usan comunmente como soportes para catalizadores de Pty
derivados de éstos en celdas de combustible. No obstante, la ORR en
sustratos carbonosos tiene lugar normalmente por medio de la via de dos
electrones, produciendo, por tanto, peroxido de hidrégeno que suele ser un
producto poco deseable en las celdas de combustible, dado que reduce su
eficiencia. En este sentido, hay que tener en cuenta que la ORR en sustratos
de origen carbonoso es mucho mas lenta que, por ejemplo, en superficies
metalicas activas como son las de oro o platino. Este hecho permite justificar la
necesidad de la modificacion de tales sustratos con materiales
electrocataliticos que permitan reducir los grandes sobrepotenciales requeridos
para la ORR.®’ A tal fin se han desarrollado una gran variedad de catalizadores
para la modificaciébn de electrodos carbonosos entre los que se incluyen
macrociclos complejos de Co,?® diéxido de manganeso,® aleaciones Cu-Ni,”

! nanoparticulas de oro,”

porfirinas y ftalocianinas de metales de transicion,’
nanocomposites de Fe,”® nanotubos de carbono™ o distintos tipos de

quinonas.”

Tomando en consideracién lo anteriormente expuesto, parece claro que la
modificacién electroquimica de la altamente inerte superficie del plano basal del
HOPG con el electrodepésito de melanina-hierro deberia, en buena lid,
implementar significativamente las prestaciones del sustrato frente a la ORR.
Tal aseveracién se justificaria en la presencia, en las peliculas descritas, de
determinados componentes de probada actividad electrocatalitica como serian
por un lado grupos funcionales oxigenados como las quinonas, constituyentes
fundamentales y presentes de forma ubicua en el biopolimero, y, por otro, de
diversas especies de hierro, esto es, tanto del que se encuentra coordinado en

la matriz organica como del que se halla en forma de 6xidos.

En este sentido se han representado en la Figura 1V.3.24 las respuestas
voltamétricas del sustrato de HOPG y de los correspondientes electrodepositos

de melanina-hierro de diferentes tiempos de adsorcién obtenidas a pH 7,4 en
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presencia de diferentes concentraciones de oxigeno.
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Figura IV.3.24. Voltamogramas registrados a 0,2 V/ s en buffer TRIS a pH 7,4 en presencia de
diferentes concentraciones de O,: 0 M (negro), 5,5 x 10° M (rojo), 1,4 x 10" M (verde) y 2,4 x
10" M (azul). (a) HOPG, (b) electrodepdsito de melanina-hierro de t, = 4 horas sobre HOPG,
(c) electrodepdsito de melanina-hierro de t, = 8 horas sobre HOPG, (d) pelicula de QH/ Q sobre

HOPG.

Se observa que la ORR sobre el plano basal del HOPG muestra una Unica
onda de reduccion a potenciales bastante negativos E < -1,1 V, si bien la
densidad de corriente asociada a dicha onda aumenta claramente con la
concentracion de la especie electroactiva, fig. 1V.3.24a. Por tanto, debe ser
asignada a una primera etapa de transferencia electrénica de la ORR, reaccién
(2), que da lugar a peréxido de hidrégeno.®*"? Sin embargo, es bien conocido
que la superficie del plano basal del HOPG esta fuertemente inhibida frente a la
reaccion de reduccion de O, como se demuestra con los sobrepotenciales tan
negativos que requiere.®*"*“’® No ocurre lo mismo con los bordes del HOPG,
EPG, que son, desde luego, mucho mas reactivos en lo concerniente a la
transferencia electrénica y a la adsorcién de especies.’’ De hecho, incluso las
densidades de corriente registradas para la reduccion de oxigeno en el plano
basal son significativamente menores que las que se han podido detectar en

otros grafitos piroliticos y en el propio carbén vitreo.®® La escasa reactividad del
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plano basal se debe fundamentalmente a la baja densidad de estados
electronicos y a la ausencia en su superficie de grupos funcionales y de sitios
de adsorcion preferentes.”® En este sentido se hace necesario comentar que el
plano basal del HOPG es bastante inusual en el sentido en que todas las

.”° Ademas,

valencias estan satisfechas, precisamente, en el plano superficia
mientras que en la superficie de otros grafitos piroliticos es posible detectar
determinados grupos funcionales considerablemente activos frente a ORR, no
ocurre lo mismo en el caso del HOPG. Téngase en cuenta que durante la
reduccion electroquimica de O, se requiere una notable interaccion entre el
oxigeno molecular y estos grupos funcionales presentes en la superficie de los

citados sustratos.*

En oposicion a lo observado previamente para el HOPG, la pelicula de
melanina-hierro de t, = 4 horas muestra una onda muy bien definida a -0,65 V,
fig. IV.3.24b, que depende igualmente de la concentracion de O,. Por tanto, tal
y como se puede observar en la figura 24, la ORR se adelanta hasta 0,45 V en
sentido positivo cuando el sustrato de partida es modificado
electroquimicamente con el sistema melanina-hierro. Este desplazamiento del
potencial se reproduce de igual forma en electrodepdsitos de mayor espesor,
como por ejemplo para t; = 8 horas, fig. IV.3.24c. No obstante, las densidades
de corriente vinculadas a la electrorreduccién de oxigeno son visiblemente
mayores en la medida en que se aumenta el tiempo de adsorcion, fig. 1V.3.24b-
c. Este resultado se interpreta de la siguiente manera: el incremento en el
recubrimiento superficial del plano basal del HOPG y del espesor del
electrodepdsito traen como consecuencia un significativo aumento en el

namero de sitios activos presentes en el electrodo.

Los resultados obtenidos para los electrodepédsitos de melanina-hierro se
compararon con los que se han podido obtener para un sustrato de HOPG
modificado electroquimicamente con una pelicula del sistema hidroquinona/
quinona, QH/ Q,%° que cuenta con un espesor anélogo al de la pelicula de
melanina-hierro de t, = 8 horas, fig. 1V.3.24d. En este caso se aprecian
claramente dos ondas diferenciadas en los ciclovoltamogramas registrados en

concentraciones crecientes de O,. La primera de ellas, poco definida, aparece
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desde los -0,6/ -0,7 V vy, por comparacion con los resultados exhibidos por el
plano basal del HOPG sin modificar, debe ser asignada a la actividad catalitica
de la pareja rédox QH/ Q frente a la ORR. De hecho, es bien conocido que las
quinonas presentes como grupos funcionales superficiales en diferentes
sustratos carbonosos, tras la adecuada modificacion de los mismos, resultan
catalizadores mas que eficientes para la ORR™, dada la alta reactividad
quimica exhibida por los intermedios semiquinona generados en la reduccion
electroquimica de especies tipo quinona frente al O,. Logicamente, la segunda
onda, a E < -1,1 V, se debe asignar, por comparacion con los resultados
mostrados en la fig. 1V.3.24a, a la actividad debida a dominios del HOPG que

permanecen sin cubrir.

A partir de esta figura se pueden extraer una serie de conclusiones
interesantes: la primera residiria en el hecho de que el sistema melanina-hierro
exhibe una capacidad catalitica exaltada frente a ORR en un rango de
potenciales donde la superficie del plano basal del HOPG es notablemente
inactiva, fig. IV.3.24a-c. Tal capacidad catalitica se debe fundamentalmente a la
presencia del sistema quinol/ quinona en el electrodepdsito del biopolimero
puesto que ésta se da en la region de potencial donde el par rédox QH/ Q es
activa. Por otro lado, la modificacion de la superficie del HOPG es bastante
mas sencilla en el caso del sistema melanina-hierro que para el QH/ Q ya que
da lugar a un mayor numero de sitios activos que conducen a ondas de

electrorreduccién bien definidas y grandes corrientes.

En la Figura IV.3.25 se muestran los ciclovoltamogramas registrados para
muestras equivalentes en NaOH 0,1 M. El primer factor a destacar seria la
pequefia preonda, en torno a -0,5V, que exhibe el HOPG y que corresponde a
la actividad catalitica de una reducida cantidad de grupos funcionales activos
presentes en defectos del plano basal.””*%! De hecho, es bien sabido que la
existencia de estos grupos funcionales en la superficie del grafito incrementan
significativamente su rendimiento frente a ORR en la medida en que
proporcionan sitios de adsorcion adecuados para el oxigeno y otros
intermedios de reaccion. De forma analoga a lo que se ha descrito para el

HOPG y para otros sistemas relacionados, esta preonda se puede observar
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s6lo a valores de pH superiores a 10.%47¢" Ademds, con un cierto
paralelismo al comportamiento exhibido a pH 7,4, también se observan
densidades de corrientes asociadas a ORR a sobrepotenciales bastante

negativos, entornoa E <-1,2 V, fig. IV.3.25a.

00{ 3 | ——————b 100
0.5 / 0.5
& -1.0] 1.0 _.
§ i R --1.5?:
£ oo ~—7 ¢ | ——=——d 00 g
7 -0.5; ,/"/ 0.5 >
1.0/ 1.0
1.5 1.5

15 10 -05 00 -15 -1.0 -05 0.0
E/V

Figura 1V.3.25. Voltamogramas registrados a 0,2 V/ s en NaOH 0,1 M en presencia de
diferentes concentraciones de O,: 0 M (negro), 5,5 x 10° M (rojo), 1,4 x 10 M (verde) y 2,4 x
10" M (azul). (a) HOPG, (b) electrodepésito de melanina-hierro de t, = 4 horas sobre HOPG,
(c) electrodepdsito de melanina-hierro de t, = 8 horas sobre HOPG, (d) pelicula de QH/ Q sobre
HOPG.

En el caso de los electrodepdsitos de melanina-hierro sobre HOPG se
aprecian claramente dos picos voltamétricos bien definidos a -0,5 y -0,9 V, fig.
IV.3.25a-b. En principio, la primera onda, a -0,45 V, debe ser asignada a la
electrorreducciéon de O, a HO,, reaccion catalizada por el sistema quinol/
quinona presente en el biopolimero como se desprende de la comparacién con
los ciclovoltamogramas registrados en presencia de concentraciones crecientes
de oxigeno para los depésitos de QH/ Q sobre HOPG (de densidad de carga
similar a la de la pelicula de melanina-hierro de t, = 8 horas) que muestra esta
misma primera onda de reduccion en la misma region de potencial que las

peliculas de melanina-hierro, si bien los valores de densidad de corriente
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asociados son marcadamente mayores en estas ultimas.

Por su parte la segunda onda que aparece a -0,9 V puede ser asociada a la
consiguiente electrorreduccién de peroxido de hidrégeno. En este sentido, en la
Figura IV.3.26 se han representado los ciclovoltamogramas registrados para
una pelicula de melanina de t, = 8 horas en presencia de concentraciones
crecientes de HO,, fig. IV.3.26a. Tal y como se aprecia en la figura, la
electrorreduccion del perdxido muestra un pico voltamétrico bien definido a -0,9
V cuyos valores de densidad de corriente dependen de la concentracion de
HO,".

0.5 3
0.0-
-0.51
— 1.0
5 15
g 0.5 : : : —
= 0.0
-0.51
-1.01
-1.51

15 10 05 00
E/V

Figura 1V.3.26. (a) Voltamogramas registrados para una pelicula de melanina de t, = 8 horas
sobre HOPG a 0,2 V s*en NaOH 0,1 M en presencia de diferentes concentraciones de HO,: 0
mM (negro), 4 mM (rojo) y 12 mM (azul). (b) Voltamogramas registrados para un
electrodepdsito de melanina-hierro de t, = 8 horas sobre HOPG a 0,2 V s 12 mM de HO, en
solucién desoxigenada de NaOH 0,1 M (color rojo) y 2,4 x 10 M de O, en NaOH 0,1 M.

Con objeto de avanzar en la elucidacion de los picos voltamétricos
observados en los electrodepdsitos de melanina-hierro en la reduccion de

oxigeno, se compararon los resultados obtenidos en NaOH 0,1 M en saturacion
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de oxigeno con los obtenidos en la misma solucion desoxigenada en presencia
de 12 mM de HO, fig. IV.3.26b. A partir de este grafico es posible concluir que
el pico voltamétrico a -0,9 V corresponde a la electrorreduccion de peroxido de
hidrogeno. De hecho, en la fig. 1V.3.25d se observa que la presencia, casi
anecdotica, de la segunda onda a -0,9 V es demasiado reducida en relacion al
primer pico voltamétrico a -0,5 V lo que indicaria que la contribucion en
densidad de corriente debida a la electrorreduccion de HO, no es, como se
esperaba en cualquier caso, significativa en el HOPG modificado con el
sistema QH/ Q.”° Llegados a este punto se deben valorar en su justa medida
las exaltadas habilidades cataliticas frente a la reduccion de O, y HOy
exhibidas por los electrodepésitos de melanina en comparacion con el plano
basal del sustrato y las peliculas de QH/ Q sobre HOPG, fig. IV.3.25y IV.3.26.

En este sentido, en la Figura 1V.3.27 se han destacado los resultados
obtenidos para la ORR mediante la representacion de las densidades de
corriente frente a la concentracién de oxigeno tanto para el HOPG como para
las peliculas de melanina de t, = 4 y 8 horas, en buffer TRIS a pH 7,4, fig.
IV.3.27a, y en NaOH 0,1 M, fig. IV.3.27b.
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Figura IV.3.27. Densidad de corriente estacionaria, jc — jc - o), frente a la concentracion de
oxigeno para HOPG (cuadrado negro) y peliculas de melanina sobre HOPG de t, = 4 horas
(circulo rojo) y 8 horas (triangulo verde). Asi, jc seria la densidad de corriente estacionaria
registrada a -0,5 V para buffer TRISapH 7,4 (a) y a -0,9 V en NaOH 0,1 M pH 12,6 (b). Por su
parte, jc = o €s la densidad de corriente medida en ausencia de O, a cada potencial en cada

electrolito.

Por tanto, tales graficos ponen de manifiesto una correlacion esencialmente
lineal entre las densidades de corriente registradas y la concentracién de
oxigeno y, adicionalmente, la gran influencia que ejerce el depésito de
melanina-hierro, tras la modificacion del sustrato de HOPG, en cuanto a la
significativa mejora en el rendimiento experimentado por sus capacidades

electrocataliticas.

Se ha medido el potencial de circuito abierto (OCP) del electrodepdsito de
melanina en buffer TRIS de pH 7,4 en saturacion de oxigeno, resultando éste
de -0,05 V que, como ya se mostrd, coincide con la region de potencial donde
el sistema QH/ Q es activo, fig. 1V.3.10c. Cuando el pH aumenta hasta 12,6,
entonces el OCP se estabiliza en -0,15 V. La dependencia observada de 0,02

V/ unidad de pH es consistente con lo que se ha podido registrar para
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ftalocianinas de Fe(ll).#> Ademas, tanto el burbujeo con nitrégeno de la
solucién, con objeto de retirar el oxigeno presente en la misma, como el
aumento del pH se traducen en un desplazamiento del OCP hacia valores mas
negativos. Por tanto, el potencial que la pelicula de melanina adquiere
espontaneamente en medios neutros esta determinado por las especies quinol/
quinona incorporadas en el biopolimero, por el O, disuelto y, por supuesto, por
el pH.

En lo sucesivo se pretende abordar en la medida de lo posible todos
aguellos procesos que tienen lugar durante la reduccion del O, sobre los
electrodepoésitos de melanina-hierro sobre HOPG. En primer lugar, parece
razonable considerar que la primera onda voltamétrica, a -0,5 V, corresponde,
como se ha indicado anteriormente, a la electrorreduccion de O, a HOy
mediada por los grupos quinol/ quinona presentes en las peliculas de melanina
sobre HOPG y que ya se detectaron por medio de IR, fig. IV.3.6. Asi, en la
region de potencial entre -0,2/ -0,4 V donde comienza a observarse el proceso
electrocatalitico para la reduccion de O, fig. IV.3.26b-c, en la medida en que
las especies quinona son reducidas a quinol, se generan radicales
semiquinona. De hecho, se ha argumentado que la velocidad de reduccién de
oxigeno es proporcional a la concentracidn superficial de radicales
semiquinona producidos por la reduccion electroquimica de grupos quinona,
Q.%4"%2 E| anién radical semiquinona, Q™ reaccionaria con el oxigeno molecular
para dar lugar al anién superéxido, O,", que posteriormente dismuta o bien
sigue un mecanismo electroquimico-quimico, EC, que podria describirse de la

siguiente manera:

Q+e —Q" (5)
Q"+0: >0 +Q (6)
20, + H,O — Oy + HO, + OH’ (7)
6

0" +HO + e — HO, + OH (8)

Como se ha dicho, Q representa a los grupos quinona superficiales y Q”

serian los radicales semiquinona generados en la reduccion de Q. En general,
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se admite que la reaccidn (6) constituye la etapa determinante de la velocidad
de la reaccién. Por su parte, el aniéon superéxido, O,", formado en (6) puede
dismutar, reaccion (7), o ser reducido electroquimicamente en la superficie del
electrodo, reaccion (8), dando lugar en ambos casos a HO,". El modelo descrito
es el que se da en la reduccién de oxigeno sobre electrodos carbonosos
modificados con quinonas, especialmente con ortoquinonas como las que
incorpora la melanina, generandose peréxido de hidrégeno como producto

final.”®

Se debe tener en cuenta que la participacion de las diferentes especies de
hierro presentes en las peliculas de melanina es poco probable en la region de
potenciales donde se da esta primera onda voltamétrica. Es mas, en la ventana
de potenciales comprendida entre -0,2 y -0,4 V, los &tomos de Fe, coordinados
a los dos pares de atomos de oxigeno que forman parte de sendas estructuras
tipo quinona, tabla 2, deberian estar en el estado de oxidacién de Fe(lll) como,
de hecho, ocurre en el caso de las muestras de eumelanina sintética expuesta
a condiciones ambientales donde la relacion Fe(lll)/ Fe(ll), obtenida a partir de
las experiencias XANES, es proxima a 9. Es bien conocido que el estado de
oxidacion Fe(lll) esta poco favorecido para la reduccion de oxigeno puesto que
el H,O se enlaza fuertemente, de la misma forma en que ocurre en la
eumelanina sintética (moléculas de hidratacion asignadas en las medidas
EXAFS, tabla IV.3.2), bloqueando de esta manera la adsorcién de 0,.2% Por el
contrario, se ha propuesto que el estado de oxidacion Fe(ll) constituye el sitio
mas activo para la reduccion completa de 4 electrones en macrociclos de
Fe.”'®# De hecho, a potenciales méas negativos que -0,6/ -0,7 V, fig. IV.3.9, las
especies de Fe(ll) pasan por ser necesariamente las predominantes. Asi, en
esta ventana de potenciales, las moléculas de O, pueden enlazarse a los sitios
de Fe(ll) para formar especies (OHOH).®® Su estabilizacion sobre el Fe(ll) es la
clave para evitar el desprendimiento de HO, como producto de una reaccién
de 2 electrones, favoreciéndose asi la reduccion completa de cuatro electrones
a agua. De esta forma, es posible sugerir un mecanismo electroquimico-
quimico para la reduccion de oxigeno sobre el sistema melanina-hierro, en

funcidn de que el producto final sea peroxido o agua:
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Fe(lll)-melanina + e* — Fe(ll)-melanina (9)
Fe(ll)-melanina + O, — Fe(lll)-melanina + H,O/ HO, (10)

También el radical superoxido, O,, producido en la reduccion de oxigeno
catalizada por el sistema quinol/ quinona puede ser el causante de la reduccién

de Fe(lll) a Fe(ll) de acuerdo® a la siguiente reaccion:
O, + Fe(lll) — O, + Fe(ll) (12)

Por tanto, la presencia de especies Fe(ll) en el biopolimero, tanto del que se
encuentra coordinado en la matriz polimérica como del que se encuentra en
forma de o6xidos, explicarian el segundo pico de reduccién observado en
soluciones alcalinas, fig. IV.3.25b-c. De hecho, como ya se ha comentado,

tanto diferentes complejos macrociclos de Fe’**®

73,86

como composites de oxidos
de hierro son capaces de catalizar eficientemente ORR, bien en una
reduccion completa de 4 electrones a agua, bien en una reduccion de 2
electrones a perdxido y una ulterior reduccion, también de dos electrones, de
HO, a H,O. En nuestro caso, las reacciones que darian lugar a la formacion
de especies radicalarias catalizadas por el sistema Fe(ll)-quinol/ quinona,
presente en los granulos de melanina, y que, en general, se pueden

representar como:

O, + 2H,0 + 4e” — 2HO' + 20H" (12)
H,O, + 2e" — HO" + OH’ (13)

En medios neutros, fig. IV.3.24b-c, la Unica onda de reduccién sugiere por
tanto una reduccion completa de 4 electrones debida a especies de hierro, (12),
0, en su defecto, un solapamiento parcial de las ventanas de potencial donde
tienen lugar el conjunto de reacciones (5)-(8) y la (13), reaccion de Fenton,
catalizadas, como se ha especificado anteriormente, por los pares rédox quinol/
quinona y Fe(ll)/ Fe(lll), respectivamente.

Con la firme intencion de clarificar lo expuesto hasta el momento acerca de
la actividad catalitica del sistema melanina-hierro, los mecanismos descritos se

han representado graficamente en el Esquema 1:
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Esquema IV.3.1. Posible mecanismo de reaccidn para la actividad electrocatalitica de las

peliculas de melanina-hierro frente a oxigeno en soluciones alcalinas o neutras.

El modelo propuesto adquiere una especial relevancia desde el punto de
vista del papel que desarrolla el sistema melanina-hierro en la peroxidaciéon
lipidica. De hecho, la gran capacidad de las melaninas naturales de generar
especies reactivas de oxigeno (ROS) surge como consecuencia de la sinergia
entre los pares rédox quinol/ quinona y Fe(ll)/Fe(lll)-quinol/ quinona que
permiten la reduccion de oxigeno en un amplio rango de potenciales. Asi, la
actividad catalitica del sistema quinol/ quinona conduce, via reduccion del
oxigeno molecular, a la formacion de peréxidos que, a su vez, pueden entrar en
el mecanismo promovido por las especies Fe(ll)/Fe(lll)-quinol/ quinona,
generandose de esta forma radicales hidroxilos altamente reactivos. Estas
Ultimas especies, resultantes de las reacciones (12) y (13), desencadenan la
peroxidacion lipidica de acuerdo a:

LH + HO" — L + H,0 (14)

No obstante, a diferencia de HO', el radical superéxido O," generado en la
reaccion (6) pasa por ser un oxidante demasiado débil como para dar lugar a la
reaccion (14).®” En este sentido, hay que afiadir que en neuronas
dopaminérgicas de pacientes con Parkinson se han detectado niveles

Capitulo IV



Tesis Doctoral

Resultados y Discusién

significativamente altos de hierro.®® Ademas, las caracteristicas exhibidas por
algunas quinonas en cuanto a su capacidad para atrapar iones hierro junto a su
moderada hidrofobicidad constituyen requisitos indispensables para la
peroxidacion lipidica.®® Por tanto, las regiones altamente ricas en hierro
presentes en la pelicula granular de melanina podrian ser las responsables de
la produccién de especies radicalarias tipo HO® capaces, como se ha visto, de

desencadenar la reaccion (14).

En relacibn a lo anterior, se debe comentar que se ha descrito en la
bibliografia que las eumelaninas no son capaces de reducir oxigeno por si
sélas.® De hecho, el potencial electroquimico de granulos de neuromelanina y
de melanosomas es de -0,35 £ 0,2 V, lo que parece no ser lo suficientemente
catodico como para generar niveles altos de estrés oxidativo.®® Es, en cualquier
caso, dificil asignar el potencial electroquimico del biopolimero a alguna
especie quimica especifica presente en la superficie del mismo dado que la
estructura quimica de este pigmento permanece aun bajo debate y también
debido a la inevitable presencia de lipidos, proteinas y cationes metalicos que
los acompafian.”® Sin embargo, lo que si se ha determinado es que este
potencial es independiente de la concentracion de Fe(lll).** Ahora bien, el valor
del potencial, de -0,35 + 0,2 V, es bastante préximo a la ventana de potencial
correspondiente al par rédox quinol/ quinona que se deduce de las
experiencias electroguimicas mostradas en fig. IV.3.10. Por tanto, parece
razonable asumir que el potencial electroquimico de las eumelaninas naturales

esta condicionado fundamentalmente por tales grupos funcionales.

Por dltimo y aunque ya se hizo referencia a este hecho en la fig. 1V.3.26, en
lo que sigue se ha abordado en mayor detalle el estudio de la habilidad de los
electrodepositos del sistema melanina-hierro sobre HOPG para catalizar la
electrorreduccién de HO,". Hay que decir que el desarrollo de biosensores de
peréxido de hidrégeno es importante desde el punto de vista de diversos
campos como pueden ser las industrias farmacéutica y alimentaria y el analisis
medioambiental.?® Por otro lado, el peréxido de hidrégeno resulta ser un analito
de gran importancia toda vez que pasa por ser uno de los productos/

intermedios/ sustratos mas relevantes en multitud de reacciones catalizadas
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por enzimas.®? En este sentido, hay que decir que la reaccién de reduccién de
peroxido de hidrogeno ha sido ampliamente estudiada sobre diversas
superficies y materiales electrodicos. Incluso se ha descrito que superficies
carbonosas convenientemente oxidadas son capaces de catalizar esta
reaccion, tradicionalmente bastante bloqueada en tales sustratos,”® en
soluciones alcalinas.”® Ademas, la electrocatélisis de la reduccién de peréxido
es también interesante desde el punto de vista del empleo de materiales
basados en Oxidos de hierro como catodos para bioceldas de combustible,
dada la alta solubilidad que el H,O, ofrece en electrolitos acuosos, su alto
potencial termodinamico y la facilidad para su almacenamiento. De hecho,
existen en la bibliografia distintos ejemplos en los que los 6xidos de hierro y
nanocomposites de éstos son objeto del estudio de la electrorreduccién de
peréxido de hidrégeno.”®* Incluso, se ha probado recientemente que la
actividad catalitica de los nanotubos de carbono frente al perdoxido deben
atribuirse a las impurezas de Oxidos de hierro presentes en los mismos en
detrimento de la actividad catalitica debida a los bordes, como se creia

previamente.””

A tal fin se han representado en la Figura IV.3.28a los barridos catédicos
correspondientes a voltamogramas registrados en presencia de 12 mM de HO,
en NaOH 0,1 M para HOPG vy peliculas de melanina de diferentes tiempos de
adsorcion sobre HOPG. Como ya se ha visto, el primer pico catddico, CA, solo
visible en peliculas gruesas, corresponde a la electrorreduccién de O, a HO;'.
Este hecho se justificaria en términos de la mayor presencia de especies
quinol/ quinona sobre el plano basal, fig. 1V.3.1d y IV.3.9d, capaces de catalizar
la reduccion de las pequefias cantidades de oxigeno generadas por la rapida
descomposicion del HO, en NaOH 0,1 M. Por su parte, el pico CB que aparece
a potenciales mas negativos corresponde, dada la dependencia existente entre
la densidad de corriente medida en dicho pico y la concentracion de peroxido,
fig. IV.3.26a, a la electrorreduccion de 2 electrones de HO,™ a H,O0.
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Figura IV.3.28. (a) Voltamogramas estabilizados registrados a 0,2 V s™ en 12 mM de HO, + 0,1
M de NaOH para HOPG (linea negra) y peliculas de melanina sobre HOPG de diferentes
tiempos de adsorcion: t; = 4 horas (roja), 8 horas (azul) y 24 horas (magenta). (b) Densidad de
corriente estacionaria, jc — jc - o) frente a la concentracion de HO, para una pelicula de
melanina sobre HOPG de t, = 24 horas (circulo rojo). Asi, jc seria la densidad de corriente
registrada a -0,85 V en NaOH 0,1 M. Por su parte, jc = ¢ s la densidad de corriente medida en

ausencia de HO,'.

Parece claro que en la medida en que el recubrimiento del plano basal con el
sistema melanina-hierro se incrementa, el potencial correspondiente al pico CB
se va desplazando hacia potenciales menos negativos, pasando desde los -1,1
V para el HOPG hasta los -0,85 V que se han podido registrar para los
electrodepésitos mas gruesos, esto es, t; = 4 y 24 horas. Ademas, las
densidades de corrientes relacionadas con esta reaccion también se ven
notablemente aumentadas en la medida en que crece el tiempo de adsorcion.
Llegados a este punto es interesante advertir el hecho de que el efecto
catalitico es mas reducido en el caso de la pelicula de t; = 4 horas donde el
contenido en hierro del electrodepdsito es, como se mostré en la fig. 1V.3.3b,
poco significativo. Por otro lado, las experiencias realizadas en el caso de las

peliculas de especies oxo-hidroxidas de hierro sobre HOPG, fig. IV.3.11b,
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mostraron una débil actividad catalitica en comparacion con el sustrato de
HOPG frente a la reduccion de peréxido. Por tanto, los mejores resultados se
obtuvieron para el sistema melanina-hierro, demostrandose asi que ambos
componentes, es decir los pares rédox Fe(ll)/ Fe(lll)-quinol/ quinona
contribuyen al desplazamiento hacia potenciales mas positivos del potencial

requerido para la reduccion de HO;'.

En general, a partir de los resultados mostrados, se puede concluir que la
presencia de los electrodepdsitos de melanina-hierro reduce el sobrepotencial
para la electrorreduccion de peroxido en aproximadamente 0,25 V y, ademas,
aumenta significativamente el area superficial activa con respecto al plano
basal del HOPG. Por su parte, la figura 1V.3.28b muestra el comportamiento
lineal exhibido por la densidad de corriente, registrada a -0,85 V, frente a la
concentracion de peroxido de hidrégeno. Si bien es cierto que la
electrorreduccion de HO, acontecia en el rango de potenciales entre -0,75/ -
0,8 V en el caso de peliculas de melanina electrodepositadas sobre
Au(111),** no lo es menos el hecho de que los sustratos en base carbon
ofrecen la ventaja de ser significativamente mas baratos y de ser materiales
biocompatibles. Ya se han apuntado en capitulos anteriores y en las lineas
precedentes aspectos concernientes al mecanismo involucrado en la
electrorreduccion. De hecho, es comunmente reconocido que el sistema
melanina-hierro cataliza la reduccién de perdxido de hidrégeno produciendo
especies radicalarias causantes del estrés oxidativo en el cerebro.®® Asi, de la
misma forma que en el caso de los electrodepdsitos de melanina sobre
Au(111), la reaccién que se propone para la electrorreduccién de HO, es la
(13), catalizada por pares rédox Fe(ll)/ Fe(lll)-quinol/ quinona presentes en las

peliculas sobre HOPG que favorecen la transferencia electrénica al sustrato.

Se ha representado graficamente el mecanismo propuesto en el Esquema
IVv.3.2:
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Esquema 1V.3.2. Posible mecanismo de reacciéon para la actividad electrocatalitica de las

peliculas de melanina-hierro en la region de potencial del pico CB (-0.85 V).

IV.3.3. Conclusiones

En general se ha demostrado que es posible implementar significativamente la
reactividad quimica de la superficie del grafito mediante la electrodeposicion de
melanina. Tales depdsitos son estables y activos electroquimicamente en una
amplia ventana de potenciales y de pH. Estas peliculas se han mostrado
capaces de atrapar pequefias cantidades de especies de hierro y de otros
cationes metalicos, Cu en concreto, por simple inmersion. Ademas, nuestros
resultados demuestran que el electrodepdésito granular de melanina-hierro
reduce el sobrepotencial para la electrorreduccion de oxigeno y perdxido de
hidrogeno a agua, produciendo asi especies radicalarias oxigenadas en el
transcurso de la reaccion, al tiempo que aumentan el area superficial activa con
respecto al plano basal del HOPG. De esta forma, los granulos de melanina
ricos en hierro serian capaces de acoplar la reducciéon de oxigeno a la
peroxidacién lipidica. Asi, el estudio electroquimico de estas peliculas
proporciona nuevas evidencias para entender mejor el efecto neurotéxico del
sistema melanina-hierro. Por ultimo, cabe decir que las superficies de HOPG
modificadas con melanina-hierro pueden ser interesantes en diversos campos
como la electrocatélisis, el electroandlisis y como sistema biomimético para

estudiar las interacciones de este biopolimero con nanoparticulas y con
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distintos cationes metalicos. Los resultados descritos en el presente capitulo

han sido recientemente publicados en medios de difusién internacional.®
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.4. MODIFICACION ELECTROQUIMICA DE NANOPARTICULAS DE ORO
CON EL SISTEMA HIERRO-MELANINA

En este capitulo se presenta un nuevo método para la modificacion de
nanoparticulas de oro de 3
nm de diametro con eumelanina

sintética. Con objeto de evaluar

tanto la morfologia, composicion

quimica y caracteristicas de los
depdsitos asi como su actividad
electrocatalitica, se hara uso de

técnicas de microscopia de sonda,

de variadas técnicas espectroscopicas y de las metodologias electroquimicas
habituales.

IV.4.1. Antecedentes

En la actualidad uno de los campos mas activos en lo concerniente a la
investigaciébn en nanociencia y nanotecnologia consiste en la preparacion de
nanoparticulas metalicas (NPs) con potencial aplicacion en catalisis
heterogénea,’ electrocatalisis,” biosensores® y diagnésticos médicos.* Su
interés, desde un punto de vista catalitico, radica en su gran area superficial
especifica asi como en la dependencia existente entre las dimensiones y
geometria de las particulas y su actividad catalitica y selectividad frente a
reacciones especificas. Asi, estas NPs se han empleado profusamente en la
modificacion, por diferentes métodos tales como la deposicién fisica en fase
vapor, electrodeposicién® y evaporacion a partir de disoluciones de las propias
NPs,® sobre superficies de metales, zeolitas, Si, mica, HOPG, carbén vitreo, de

sustratos nano y mesoporosos y nanotubos de carbono.’

En este sentido, las nanoparticulas de Au (AuNPs) destacan en el colectivo
de NPs debido a la disponibilidad de un namero significativamente alto de
diferentes métodos de sintesis que permiten, de forma simple en la mayoria de

los casos, obtener particulas de las dimensiones y geometrias deseadas con
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una distribucion de tamafios mas o menos monodispersa, dotadas de una gran
estabilidad en el tiempo y de propiedades fisicoquimicas caracteristicas,®*°
segun el caso. Ademas, previamente depositadas sobre sustratos de diferente
naturaleza, son capaces de catalizar diversas reacciones tales como

oxidacién, hidrogenacién e hidrocloracién.***°

En general, las AUNPs se pueden preparar bien por codeposicion de una sal
de Au y un 6xido metalico,*” por deposicién-precipitacion, por bombardeo iénico
en fase gaseosa o por deposicién quimica en fase vapor,** entre otros. Ahora
bien, estos métodos de sintesis producen nanoparticulas con una distribucion
de tamafios que no es lo suficientemente reducida como para poner de
manifiesto propiedades dependientes de las dimensiones de la particula. Por
contra, las estrategias de sintesis de AuNPs basadas en la incorporacion de
recubrimientos organicos estabilizantes como, por ejemplo, el de tiolato™®
(TAUNPS), resultan mas efectivas y ofrecen mejores resultados en este sentido.
La presencia de esta capa de ligandos protectores permite, por un lado, evitar
la tendencia natural de las nanoparticulas a agregarse para disminuir su
energia superficial, una vez formadas, y, por otro, controlando la estequiometria
del ibn metélico precursor accesible y la pasivacion del ulterior crecimiento por
parte de la capa protectora, determinar las dimensiones de la nanoparticula.*
Ademas, estas TAuNPs poseen una amplia variedad de aplicaciones
tecnolégicas que abarcan desde la electrénica molecular® a la medicina.?
Noétese, no obstante, que con fines cataliticos y electrocataliticos, este
recubrimiento debe ser completamente retirado en la mayoria de los casos,
aunque éste hecho pueda desembocar en la agregacién de las NPs.?? Asi,
existe una apreciable variedad de procedimientos descritos en la bibliografia
reciente que permiten obtener AuNPs desprovistas de su recubrimiento
protector de tiolato entre los que destacan sobremanera el tratamiento térmico,

la exposicién a radiacién UV, la electrodesorcion reductiva, etc.?

Por su parte, el grafito en sus diferentes variantes resulta ser uno de los
electrodos soélidos mas ampliamente utilizados en estudios electroquimicos y
electroanaliticos.?* En los Ultimos tiempos la inmovilizacion de AuNPs sobre

sustratos carbonosos ha atraido considerablemente la atencion de la
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comunidad cientifica, especialmente en lo que hace referencia al desarrollo de
diversas estrategias de funcionalizacion de nanotubos de carbono (CNT) que
permiten anclar covalentemente las AuNPs en su superficie.?® Sin embargo, no
debe obviarse el hecho de que tal modificacion suele, en ocasiones, venir
acompafiada de la alteracién de las propiedades electrénicas de los CNT.*
Desde este punto de vista el desarrollo de otros métodos de inmovilizacion de
NPs resultaria de especial interés.

Por ultimo, cabe destacar que la modificacion de NPs con recubrimientos
organicos, biorganicos y de o6xidos metalicos resulta notablemente atractiva si
se tiene en cuenta el vasto niumero de potenciales aplicaciones que presentan
tanto en nanociencia como en nanotecnologia.’’ En este sentido, se debe
comentar que distintos recubrimientos bio-organicos de hierro exhiben 6ptimos
rendimientos en el campo de la catalisis. En concreto, distintas moléculas que
contienen hierro como pueden ser ftalocianinas,?® porfirinas® y melaninas®
han mostrado propiedades electrocataliticas interesantes frente a una amplia

variedad de reacciones.

IV.4.2. Preparacion y liberacion por medios electroquimicos de AuNPs

modificadas con melanina

La adsorcién espontanea de TAuUNPs por inmersion de sustratos carbonosos
sin modificar en soluciones que las contengan, se presenta como una
alternativa mas que interesante a los métodos mas comunmente empleados de
inmovilizacion de AuNPs sobre sistemas de base carbon. Entre estos ultimos
destacan sobremanera la deposicién electroquimica® y en fase vapor® y la
evaporacion del disolvente de AuNPs preparadas quimicamente en solucién.®
Sin embargo, todos ellos presentan inconvenientes relacionados con una poco
definida distribucién de tamafios y con un escaso control sobre la cantidad de
particulas retenidas sobre la superficie, respectivamente. En esta linea de
razonamiento, se ha descrito recientemente en la bibliografia la adsorcién de
TAUNPs con distintos recubrimientos de tioles sobre HOPG por simple
inmersién en soluciones de las mismas.?** Ademas, la cantidad de particulas

inmovilizadas de esta forma en la superficie depende tanto de la concentracion
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de AuNPs como del tiempo de adsorcion. Es mas, por electrodesorcion
reductiva del recubrimiento de tiolato, resulta posible desorber eficientemente
las AuNPs, liberdndolas al medio electrolitico de donde pueden ser
recuperadas por sucesivas extracciones en hexano. Por otro lado, las
conclusiones extraidas en el caso del HOPG pueden ser directamente
extrapoladas a la inmovilizacion de NPs sobre CNTs o sobre otros electrodos
carbonosos de forma que se puedan exaltar las propiedades cataliticas de tales
superficies de manera notablemente sencilla o también con objeto de retirar, de
forma controlada, NPs recubiertas de tiol de los medios liquidos que las
contengan, hecho relevante desde el punto de vista del tratamiento de residuos
de NPs.

En el caso que nos ocupa, se ha utilizado la electroquimica para modificar
con el sistema melanina-hierro depdsitos de AuNPs esféricas de 3 nm de
diametro, recubiertas o no de nonanotiol o de dodecanotiol (NT y DT,
respectivamente), adsorbidas sobre HOPG. Tal y como se ha comentado (ver
seccibn de materiales y métodos experimentales), las TAuNPs fueron
sintetizadas de acuerdo a una modificacién del método de Brust.'® Hecho esto,
la inmovilizacion de las mismas se llevo a cabo por inmersion del sustrato en
una solucién 2 mg mL™ de las TAUNPs en hexano durante 24 horas. Concluido
el tiempo de incubacion, las muestras fueron escrupulosamente lavadas en

hexano repetidas veces y secadas en atmodsfera de nitrégeno.

Con objeto de caracterizar la composicién quimica del depésito asi obtenido,
se han representado en la Figura 1V.4.1 los espectros XPS registrados para el
sustrato de HOPG modificado. La presencia de la sefial Au 4f indica que las
AuNPs han quedado eficientemente adsorbidas sobre la superficie, fig. 1a. Por
su parte, la seflal S 2p con un claro maximo a 162 eV, fig. IV.4.1b, indica la
existencia de enlaces Au-tiolato en la superficie de las AuNPs.*® De hecho, el
espectro representado en negro en la fig. IV.4.1b puede ser ajustado tomando
en consideracion las tres componentes habituales que corresponden a tioles
sin enlazar (163 eV), tioles quimisorbidos (162 eV) e impurezas de S (161
eV).*® No obstante, sélo la contribucién de los tioles quimisorbidos a 162 eV

resulté verdaderamente significativa puesto que las otras componentes, 161 eV
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y 163 eV, solo representaron un 5y un 10%, respectivamente.
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Figura IV.4.1. Espectros XPS de HOPG tras 24 h. de inmersién en solucién 2 mg mL™ de NT-
AuNPs en hexano antes (negro) y después (rojo) de electrodesorcion reductiva de NT: (a)

sefal Au 4f y (b) sefial S 2p.

Posteriormente, se retird el recubrimiento de NT o DT, segun el caso, por
electrodesorcion reductiva del electrodo realizando varios ciclos voltamétricos
entre -0,2 y -1,7 V a 0,050 V s* en NaOH 0,1 M.*’ Llegados a este punto
merece la pena comentar que todas las medidas electroquimicas descritas en
este capitulo se llevaron a cabo en una celda especifica de Teflén disefiada
con la intencién de eliminar la contribucion de los bordes del electrodo de
HOPG de los voltamogramas obtenidos. El area geométrica del electrodo de
trabajo accesible a la disolucién electrolitica es de 0,28 cm? Los primeros
barridos en sentido negativo, justo antes del comienzo de la reaccién de
evolucion de hidrégeno (HER), exhibieron un amplio pico catddico, fig. 1V.4.2a,
que se puede asociar a la desorcién reductiva de los recubrimientos de NT y

DT,® de acuerdo a la reaccion (1) que se indica a continuacion:
CH3(CH2)n1S-Au + e — CH3(CH2)n.1S_l + Au (2)

Se necesitan aproximadamente entre 5-6 ciclos voltamétricos para eliminar
completamente los recubrimientos estabilizantes de NT y DT de la superficie
del HOPG modificado con AuNPs. Este hecho se pone de manifiesto por la
desaparicion de los picos catddicos mostrados en la fig. IV.4.2, dado que, en
cada ciclo sucesivo, cada vez menores cantidades de tiolatos previamente

desorbidos pueden readsorberse sobre las AuUNPs que permanecen sobre el
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HOPG en el barrido anédico de vuelta.

Debe llamarse la atencion sobre el hecho de que los potenciales
correspondientes a la desorciébn de moléculas de alcanotioles en las AuNPs
aparecen a sobrepotenciales mayores que los que se han observado para los
mismas moléculas en el caso de monocapas autoensambladas (SAMs) sobre
Au(111) o sobre Au nanoestructurado descritos en la bibliografia.® La
explicacion a este fenbmeno hay que buscarla en la mayor energia de enlace
de las moléculas de tioles en superficies de Au con gran nimero de defectos
como adatomos y escalones.*® Esto conferiria, por tanto, una mayor estabilidad
a las SAMs formadas sobre las AuNPs, con gran numero de defectos, en
detrimento de las obtenidas sobre superficies mas planas y con menor nimero

de defectos como, por ejemplo, las de terrazas de Au(111).
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Figura 1V.4.2. Curvas de densidad de corriente-potencial correspondientes a la desorcion
reductiva del recubrimiento de DT, negro, y NT, rojo de AuNPs depositadas sobre HOPG
registradas a 0,050 V s* en NaOH 0,1 M.

Por otro lado, la observacion de la Figura IV.4.2 permite extraer la conclusion
de que las moléculas de DT se desorben electroquimicamente de las AuNPs a
potenciales mas catddicos que las de NT como consecuencia del incremento
en el efecto estabilizante de las interacciones entre las cadenas

hidrocarbonadas (van der Waals) en las primeras, debido a su mayor longitud,
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en relacién a las segundas.*° Estos valores de potencial a los que tiene lugar la
desorcién de moléculas de tioles de AuNPs adquieren relevancia desde el
punto de vista de la posibilidad de la monitorizacion de la descarga inducida por
potencial eléctrico de determinadas sustancias y biomoléculas inmovilizadas

sobre NPs por medio de alcanotioles.

La presencia de AuNPs en la disolucion de NaOH tras el ciclado
electroquimico del sustrato, se puso de manifiesto por medio de medidas de
espectroscopia UV-Visible. Asi, tras la desorcion del recubrimiento de tiol por
voltametria ciclica, se llevo a cabo una extraccion en hexano de la disolucion
electrolitica con objeto de poder extraer las AuNPs que fueron desorbidas
durante el proceso electroquimico. Los espectros obtenidos antes y después
de la adsorcion de las AuNPs sobre el HOPG, la posterior desorcion del tiol y la
recuperacion de las AuNPs liberadas por extraccion en hexano, son
apreciablemente similares. Nétese, en cualquier caso, que el comportamiento
del pico de absorcién de plasmén en ambos espectros esta en concordancia
con lo que se ha observado para AuNPs de reducidas dimensiones.**

0.06
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0.00 : . : . : . .
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Figura 1V.4.3. Espectros UV-Visible registrados en hexano para AuNPs recubiertas de NT antes

de la adsorcion sobre HOPG, color negro, y después de la electrodesorcion reductiva de la

capa de tiol en NaOH 0,1 M y posterior extraccion en hexano, color rojo.
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Por tanto, de acuerdo a lo descrito en la referencia [8], mientras una cantidad
significativa de las AuNPs es liberada, tras la electrodesorcion reductiva, a la
disolucion electrolitica, el resto de las AuNPs, libres ya del recubrimiento de tiol,
permanece retenida sobre la superficie del HOPG. En este sentido, los
espectros XPS obtenidos después del ciclado voltamétrico y de haber limpiado
la muestra cuidadosamente, muestran la sefial Au 4f, fig. IV.4.1a rojo, mientras
que no resulta posible apreciar la de S 2p correspondiente a las moléculas de
tiol, fig. IV.4.1b rojo. Por tanto, tales espectros XPS confirman que resulta
posible eliminar completamente, incluso en el caso de tioles de cadena
hidrocarbonada relativamente larga, por ciclado electroquimico, el
recubrimiento de tiolato permitiendo, asi, obtener AuNPs limpias sobre la
superficie del HOPG.
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Figura 1V.4.4. Voltametria ciclica de las AuUNPs sobre HOPG tras la desorcion del recubrimiento

de tiolato. El electrolito empleado fue NaOH 0,1 M y la velocidad de barrido 0,1 V s™.

Con la intencion de confirmar lo apuntado anteriormente se registraron
ciclovoltamogramas en NaOH 0,1 M de la superficie basal del HOPG
modificado con las AuNPs tras la electrodesorcion del recubrimiento de tiol. El
resultado es el que se muestra en la Figura IV.4.4. Asi, el voltamograma exhibe
caracteristicas propias de los sustratos de Au como son la formacion (A) y

electrorreduccion (C) de la monocapa de 6xido de Au (AuO) que permanecen

Capitulo IV



Tesis Doctoral

Resultados y Discusién

sin alteracion alguna tras ciclar repetidas veces entre las reacciones de

evolucion de hidrégeno, HER, y de oxigeno (OER).

Por su parte y con objeto de estimar la cantidad de AuNPs adsorbidas sobre
el sustrato de HOPG tras 24 h de inmersion, se recurrié a la integracion de la
densidad de carga implicada en los picos de electrodesorcion del tiol, fig.
IV.4.2, magnitud que es proporcional al area electroactiva de TAuUNPs, es decir,
area superficial de Au, adsorbidas sobre el plano basal. Los resultados asi
obtenidos fueron de 0,78 + 0,09 cm? de area de AuNPs inmovilizadas en la
superficie. Por su parte, tras la electrodesorcion reductiva de la capa de tiolato,
la cantidad de AuNPs limpias que permanecen sobre la superficie del HOPG se
pudo estimar, a su vez, mediante la integracion de la densidad de carga del
pico de reduccion de la monocapa de éxido de Au (C), fig. IV.4.4. En este caso,
las medidas realizadas arrojaron promedios de 0,08 + 0,02 cm? de area de Au
en forma de AuNPs retenidas en la superficie. Por tanto, la cantidad de AuNPs
limpias que quedaron adsorbidas sobre el HOPG, tras la desorcién del
recubrimiento de tiol, representa en torno al 10% de la estimada antes de la
desorcion. Llegados a este punto se hace necesario comentar que los
resultados obtenidos de esta forma resultaron practicamente idénticos con
independencia de la longitud de la cadena hidrocarbonada empleada en la
estabilizacion de las AuNPs.

En este sentido, las imagenes obtenidas por AFM en modo resonante antes
y después de la electrodesorcion reductiva, Figura 1V.4.5, permiten corroborar
la liberacion al medio electrolitico de una considerable cantidad de las AuNPs

previamente adsorbidas:
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Figura IV.4.5. Imagenes AFM en modo resonante de 1,0 x 1,0 um2 mostrando islas de AuNPs
sobre HOPG: (a) antes y (b) después de electrodesorcion de DT. De igual forma, sus
correspondientes secciones transversales (c) antes y (d) después, mostrando la altura de las
islas. La imagen AFM insertada en (a), de 250 x 250 nm?, muestra las islas 2D con mayor

detalle.

En el caso de las superficies de TAUNPs/ HOPG, fig. IV.4.5a y c, se observa
la presencia de un conjunto de estructuras laminares alargadas a modo de
cintas, interconectadas entre si de, aproximadamente, 40-60 nm de ancho que
no alcanzan a cubrir la totalidad de la superficie, dejando zonas de HOPG
libres. La altura promedio registrada para estas cintas es de (5,02 + 0,22) nm,
valor que se ajusta fielmente a lo que cabria esperar para la altura de una
monocapa de AuNPs de 3 nm recubiertas de NT/ DT. Aunque no resulta
posible resolver particulas aisladas, si es cierto que se advierte en las
imagenes que tales estructuras estan formadas por TAuNPs individuales, ver
detalle en la fig. IV.4.5a. En cuanto a la formacion de las morfologias
observadas, es probable que su origen se deba a que las primeras TAuUNPSs,
adsorbidas en las terrazas de HOPG, puedan atrapar otras nanoparticulas

Capitulo IV



Tesis Doctoral

Resultados y Discusién

procedentes de la disolucion formando asi islas 2D. Estas islas, en la medida
en que aumenta el tiempo de adsorcion, incorporarian nuevas TAUNPs en sus
extremos incrementando asi sus dimensiones. Finalmente, estas islas
colapsarian formando el conjunto de estructuras laminares enzarzadas

mostradas en las imagenes.

Tras la desorcion, las imagenes AFM y sus correspondientes secciones
transversales, fig. 1IV.4.5b y d, muestran la presencia de islas de AuNPs de
entre 40-100 nm de envergadura y entre 3 y 10 nm de altura presentes en las
terrazas del HOPG. La altura de las islas sugiere que éstas estan constituidas
por entre 1 a 3 capas de AuNPs. Como se ha dicho, la electrodesorcion
reductiva trae consigo la liberacion a la solucién electrolitica de una apreciable
cantidad de particulas, dejando, tal y como se aprecia en las imagenes, un
conjunto de islas de AuNPs que permanecen adsorbidas sobre la superficie.
Estas islas podrian finalmente desarrollarse en 3D por la incorporacién de
otras particulas, previamente desorbidas durante el ciclado electroquimico,

justificAndose asi el incremento en altura.

El analisis estadistico, cuantitativo y morfolégico de los espectros XPS, de
las imagenes STM y AFM, asi como de los ciclovoltamogramas de las
diferentes sustratos preparados por modificacion de superficies de HOPG con
AuNPs de iguales dimensiones pero con diferente recubrimiento protector de
alcanotioles, esto es NT y DT, antes y después de la electrodesorcion reductiva
de la capa protectora, arroj6 como conclusion mas relevante la ausencia de
diferencias significativas en cuanto a composicion, estructura, dimensiones y
densidad de islas de AuNPs sobre la superficie basal del HOPG. Por tanto, se
puede concluir que la separacion relativa existente entre las NPs, una vez
quedan éstas adsorbidas formando depésitos mas o menos empaquetados
sobre el HOPG, gue esta condicionada por la interaccion, la longitud de las
cadenas hidrocarbonadas y el grado de interdigitalizacién de las mismas entre
particulas vecinas, parece no ejercer, en el caso de las cadenas de alcanotioles
comparadas, un efecto determinante sobre la estructuracion de las islas de
AuNPs.
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En cuanto a las interacciones implicadas en la inmovilizacién de las TAUNPs
sobre la superficie del HOPG, hay que decir que, en principio, las fuerzas de
estabilizacion son consecuencia de las interacciones no polares entre el plano
basal del HOPG vy las cadenas hidrocarbonadas,** si bien no se puede
descartar una cierta contribucion de pequefias cantidades de especies de S,
presentes, como ya se ha comentado, en los espectros XPS en un 5%, fig.
IV.4.1b, toda vez que la adsorcibn de especies de S sobre sustratos de
carbono ha sido descrita en la bibliografia.*® Ahora bien, tomando en
consideracion el hecho de que basta con enjuagar ligeramente en hexano para
retirar todas las moléculas de alcanotioles de la superficie del HOPG mientras
que, por el contrario, las TAUNPs permanecen sobre la misma, aun tras
cuantos lavados con hexano se lleven a cabo, se deberian tener en cuenta
otras posibles contribuciones en lo que respecta a la estabilizacién de las
AuNPs. En este sentido, habria que afiadir que existen estudios que
demuestran una transferencia de carga parcial entre NPs y superficies de
HOPG a través de monocapas de alcanotioles.** Lo mas probable, por tanto,
es que todas estas interacciones contribuyan a inmovilizar las TAUNPs sobre
la, por otro lado, quimicamente inerte e hidrofébica superficie del HOPG. Por
altimo, cabe comentar que, indudablemente, la interaccion entre las cadenas
hidrocarbonadas de las moléculas de tioles adsorbidas también desempefia su
papel en la estabilizacién de las AUNPs en las islas, como se deduce de la gran
cantidad de AuNPs, rondando el 90%, que son liberadas a la disolucién tras la
desorcion del recubrimiento de tiolato.

En general, se puede concluir, a partir de los datos mostrados hasta ahora,
que el procedimiento propuesto permite modificar la superficie basal del HOPG
con AuNPs. Después de ser desprovistas de forma sencilla de su capa
estabilizante de tiol por electrodesorcion reductiva, la mayor parte de las
mismas son liberadas a la solucibn de donde pueden ser recuperadas por
sucesivas extracciones en hexano® mientras que el resto permanecen
conectadas eléctricamente al sustrato. Esto Gltimo resulta fundamental desde el
punto de vista de su potencial aplicacion como electrodo, bien sea de forma

directa o tras una posterior funcionalizacion, en electrocatalisis y en el disefio
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de biosensores.
IV.4.2.1. Modificaciéon de AuNPs con el sistema melanina-hierro

Los sustratos de HOPG modificados con AuNPs desprovistas del recubrimiento
estabilizante de tiol fueron, a su vez, modificados electroquimicamente con
eumelanina sintética por inmersioén en soluciones de ésta 0,3 g L en NaOH
0,1 M y polarizacion catodica a -1,0 V durante 120 minutos. Tras esto, las
muestras fueron cuidadosamente lavadas en agua milli-Q y sumergidas en
NaOH 0,1 M con vistas a su caracterizacion electroquimica que se exhibe en la
Figura IV.4.6. Los ciclovoltamogramas registrados entre -0,2y -1,6 Va 0,1V s™
exhiben tres parejas de picos voltamétricos que aparecen a -0,65/ -0,75 V (Al/
Cl), -0,85/-0,95 V (All/ Cll) y -1,05/ -1,1 V (Alll/ CIII), fig. 6 color negro.

Alll Al
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(\IIA
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=
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604
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Figura IV.4.6. Voltamogramas registrados a 0,1 V s en NaOH 0,1 M de AuNPs previamente
depositadas sobre HOPG y modificadas con melanina, en negro, y de pelicula de melanina de

igual tiempo de adsorcién, 120 minutos, sobre Au(111) en color rojo.

Tales pares rédox son similares a los que se han podido detectar en el caso
de peliculas de melanina preparadas de igual forma sobre Au(111),
voltamograma rojo, y corresponden a procesos rédox relacionados con el par
qguinol/ quinona y a especies de Fe(ll)/ Fe(lll) coordinadas a subunidades DHI/
DHICA en configuracion tetraédrica y octaédrica, respectivamente, en la matriz

polimérica de melanina.*® Por su parte, el area voltamétrica implicada en los
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picos Alll/ Clll, asociados a la oxidacion y reduccion de especies de oxidos de
hierro, es bastante menor en el caso de las AuNPs en comparacion con la

observada sobre Au(111).

Las muestras asi preparadas fueron asimismo caracterizadas por
espectroscopia XPS después de la deposicion de 120 minutos de melanina.
Los resultados son los que se muestran en la Figura IV.4.7. Debe destacarse el
hecho de que la presencia de la sefial de Au 4f, fig. IV.4.7a, correspondiente a
las AuNPs adsorbidas sobre el HOPG indica, por tanto, que el proceso de
electropolimerizacion de melanina a -1,0 V sobre las AuNPs no trae consigo la
desorcion de éstas de la superficie. De hecho, experiencias posteriores
llevadas a cabo consistentes en la medida de las densidades de carga
implicadas en el proceso de reduccion de la monocapa de AuO tras la
oxidacion electroquimica de la capa de melanina, mostraron que el area
electroquimica de Au, antes y después de la deposicion potenciostatica de

melanina, no sufrid alteraciones significativas.

Cuentas / u.a
<
r

92 90 83 86 84 82 80
Energia de Enlace / eV

»b' T T T 'Fe2p<

Cuentas /u.a.
Cuentas / u.a.

730 725 720 715 710 705 408 406 404 402 400 398 396 394
Energia de Enlace / eV Energia de Enlace / eV
Figura IV.4.7. Espectros XPS: (a) sefial Au 4f de AuNPs recubiertas de de melanina, (b) sefal
Fe 2p para peliculas de melanina de 120 minutos sobre AuNPs, en color negro y sobre

Au(111), en color rojo, (c) sefial de N 1s para melanina en polvo evaporada sobre Au(111), en

color azul y para peliculas de melanina sobre AuNPs, en color negro y sobre Au(111), en color

rojo.
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Los espectros exhiben igualmente las sefales de Fe 2p y de N 1s
correspondientes al depésito de melanina, fig. IV.4.7b y ¢, respectivamente.®*®
Estos resultados obtenidos para la modificacion de las AUNPs con melanina se
compararon con los que se han podido registrar para muestras preparadas por
evaporacion de disoluciones etandlicas de melanina sobre Au(111) y con
peliculas preparadas por el mismo procedimiento potenciostético e igual tiempo
de adsorcién sobre Au(111). Asi, mientras que no resulta posible detectar sefial
de Fe alguna en el caso de las muestras preparadas por evaporacion lo que
estd de acuerdo con el escaso contenido en hierro presente en el polvo de
melanina, ésta si puede apreciarse claramente en el caso de la pelicula
preparada electroquimicamente sobre Au(111), fig. IV.4.7b. Este hecho implica
que durante la deposicion electroquimica se produce una notable
concentracion de especies ricas en hierro en la pelicula de melanina. Es mas,

los datos de XPS indican que se trata de hierro en estados oxidados.

Por su parte, la sefial de N 1s correspondiente a la muestra de melanina
evaporada puede ajustarse de acuerdo a las tres componentes habituales (399,
400,3 y 402 eV) observadas en las melaninas, ver fig. IV.4.7c en color azul.*
Asi, mientras que la sefial 400,3 eV se asocia a nitrégenos inddlicos en
monémeros y dimeros de DHICA,*® la componente a 399,4 eV se relaciona
cominmente a anillos pirrélicos.*” Por su parte, en el caso de agregados de
melanina, las componentes a 400 eV y 402 eV se han asignado por medidas
de espectroscopia de absorcion de rayos X (XAS) a la excitacion de orbitales 1
y 0, respectivamente.*® Obsérvese que en el caso de la pelicula de melanina
electrodepositada sobre Au(111), solo las componentes a 399 eV y a 400,3 eV
estan presentes, fig. IV.4.7c en rojo. Ahora bien, en el caso de los
electrodepdsitos sobre AUNPs, sélo la componente a 400,3 eV de la sefial de N
1s esta representada. Por tanto, en general se puede concluir que el método
electroquimico induce no solo un apreciable enriquecimiento en especies de
hierro sino también la adsorcion selectiva de ciertas fracciones de la melanina
sobre las superficies de Au. Este efecto es, como se ha demostrado, aln mas
notable en el caso de las AuNPs. Tal circunstancia abre la puerta al empleo de

sistemas como los descritos en la separacion analitica de ciertas especies
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oligoméricas presentes en la solucion de melanina.

Por ultimo se debe comentar que se han realizado, a modo de blanco para
las experiencias relatadas, medidas de XPS sobre sustratos de HOPG sin
AuNPs que, para los mismos tiempos de adsorcion que se han estudiado para
las AuNPs, esto es 120 minutos, solo mostraron un infimo rastro de sefal de N
1sy, especialmente relevante, no se hallaron evidencias de sefial de Fe 2p. De
hecho, como ya se ha comentado en capitulos anteriores, sobre HOPG vy tras
sb6lo 2 horas de polarizacion catédica a -1,0 V, la cantidad del sistema
melanina-hierro depositada es muy reducida.>® Por tanto, las sefiales de N1sy
de Fe 2p registradas en los electrodepdsitos sobre las AuNPs corresponden a

melanina adsorbida precisamente sobre las AUNPs.

Con objeto de establecer la naturaleza del hierro en estados oxidados
presente en las muestras sintetizadas, se recurrio a la espectroscopia XANES.
En la Figura IV.4.8 se han representado los espectros XANES en los umbrales
L,3 de una pelicula de melanina de 120 minutos sobre AuNPs adsorbidas
sobre HOPG y de una muestra de Fe,Oj; cristalino utilizados como referencia.
La energia del umbral L3 en la muestra de melanina es la misma que la de la
referencia indicando, por tanto, que el principal estado de oxidacién del Fe en
la melanina sobre la AuNPs es el mismo que en el Fe,0s* y en los datos
XANES obtenidos para la melanina sélida utilizada en estas medidas.**® Se

aprecia por tanto una gran similitud en la morfologia de ambos espectros.
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Absorcion normalizada/ u.a.

700 705 710 715 720 725
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Figura IV.4.8. Espectros XANES en los umbrales de Fe L,3; obtenidos para Fe,O3; en color

negro y para depdsito de melanina de 120 minutos sobre AuNPs adsorbidas en HOPG.

No obstante, como ya se ha indicado en capitulos precedentes, los
espectros XANES obtenidos para peliculas de melanina de tiempos de
adsorcion grandes depositadas sobre Au(11l), mostraron un estado de
oxidacion mas reducido para las especies de hierro, mas proximo a la
magnetita (Fes04) que a la hematita (Fe,03).3°® De hecho, las nanoparticulas
de magnetita presentes en tales peliculas ya fueron identificadas por MFM y
asociadas al pico voltamétrico Alll. Por tanto, los datos obtenidos a partir de los
espectros XANES, fig. 1V.4.8, y la ausencia del pico voltamétrico Alll en los
ciclovoltamogramas, fig. IV.4.6, ponen de manifiesto que las especies de hierro
presentes en mayor proporcion en las peliculas de melanina sobre AuNPs
adsorbidas en HOPG son los iones Fe(lll) enlazados a monomeros de la

melanina en configuracién octaédrica.*

En la Figura 1V.4.9 se han dispuesto las transformadas de Fourier de los
espectros EXAFS y el correspondiente ajuste obtenidos para la suspensién
original de TAUNPs en hexano, de las AuNP desprovistas del recubrimiento de
tiol adsorbidas sobre HOPG, de estas ultimas modificadas con el sistema
hierro-melanina y de otras muestras de Au. El ndmero de coordinacion

promedio (ACN) para el par Au-Au en todas las muestras de AuNPs es menor
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que 12, valor esperado para el Au masivo. El descenso en el ACN se asocia

cominmente a las pequefias dimensiones de las particulas.*

Transformada de Fourier/ u.a.

R/A

Figura 1V.4.9. Transformada de Fourier de las sefiales EXAFS de Au L; correspondientes a Au

masivo (puntos negros), TAUNPs en hexano (rojo), AuNPs desprovistas del recubrimiento de
NT sobre HOPG (color gris) y AuNPs modificadas con el sistema melanina-hierro (azul). Las

lineas continuas representan las transformadas de Fourier de las funciones ajustadas.

Los resultados obtenidos muestran que el ACN para las AuUNPs recubiertas
de tiol en hexano es de 8,6 + 1, el de las AuNPs sin tiol adsorbidas sobre
HOPG es 9,5 + 1, y, por ultimo, el de las AuNPs modificadas con melanina es
9,6 + 1. Estos datos indican que, aunque quizas tenga lugar un ligero aumento
en las dimensiones de las nanoparticulas después de la desorcion del tiol, las
AuNPs aun conservan su identidad, es decir, no sinterizan una vez se ven
desprovistas del recubrimiento estabilizante de tiol. Es mas, las dimensiones de
estas AuNPs tampoco se ven significativamente alteradas tras la modificacion

potenciostética de las mismas con el sistema hierro-melanina.

Con objeto de caracterizar su morfologia, las superficies de las AuNPs sin
recubrimiento de tiol adsorbidas sobre HOPG, antes y después de la
deposicion electroquimica de melanina, fueron exploradas por AFM en modo

resonante, Figura 1V.4.10. En ambos casos, la superficie de HOPG aparece
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cubierta de una serie de islas, de forma irregular, aisladas entre si y con
dimensiones que varian entre 40-100 nm. En el caso de las AuNPs libres de
tiol, fig. IV.4.10a y c, si bien resulta posible detectar islas con alturas en torno a
los 3 nm, la mayoria alcanzan alturas que rondan los 6 nm, aproximadamente.
Légicamente, los valores de las alturas descritas corresponderian a islas

formadas por una y dos capas de AuUNPs, respectivamente.

12 12 d
8 8
E E
= =
~ ~
N 44 N 41
0 . : . 0 : : :
000 025 050 075  1.00 000 025 050 075  1.00
X/ um x/ pm

Figura 1V.4.10. Imagenes AFM de 1,0 x 1,0 pm’ de AuNPs mostrando islas de AuNPs sobre
HOPG: (a) antes y (b) después de electrodeposicién de 120 minutos de melanina. De igual
forma, sus correspondientes secciones transversales (c) antes y (d) después, mostrando la

altura de las islas.

Tras modificar el sustrato de partida con el sistema melanina-hierro, ver fig.
IV.4.10 c y d, la altura mas frecuentemente observada para las islas de AuNPs
es de 8 nm, equivalente a dos capas de nanoparticulas. No obstante, también
en este caso, pueden observarse sobre la superficie de HOPG islas con alturas
correspondientes a lo que vendria a suponer una Unica capa de nanoparticulas,
esto es 4 nm, aproximadamente. Por tanto, se puede concluir que el
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recubrimiento de melanina-hierro aumentaria la altura de las islas en una
cantidad que rondaria 1 nm. En este sentido se ha llevado a cabo un analisis
estadistico tanto de la altura de las islas de AuNPs como de la rugosidad
superficial (rms) de las muestras, antes y después de la deposicion
electroquimica de melanina. Los resultados obtenidos se han representado en
la tabla 1V.4.1.

Islas de AuNP / nm Islas de AUNP — melanina

/nm
Altura promedio 5,10 £ 0,30 6,33 + 0,53
Altura maxima 12,63 +1,00 16,21 + 2,80
RMS 2,37 £0,23 2,95 £ 0,32

Tabla 1V.4.1. Altura promedio, altura maxima y rms medidas para las islas de AuNPs desnudas

y recubiertas de melanina.

Todos los datos recabados apuntan a que las AuNPs adsorbidas sobre la
superficie de HOPG han sido eficientemente modificadas con el sistema
melanina-hierro. De hecho, el aumento en la altura media de las islas debe
interpretarse como una medida del espesor de la capa de melanina depositada,
en torno a 1 nm, mientras que los datos de la altura maxima reflejan que
también las islas compuestas de varias capas de nanoparticulas se han
cubierto de la pelicula de melanina. Por su parte, el analisis de los valores de
rms confirma, efectivamente, el incremento en la altura de las AuNPs tras la

modificacion potenciostatica con el biopolimero.

Como ya se ha dicho, las superficies de HOPG con AuNPs adsorbidas
antes y después de la deposicion de melanina también fueron minuciosamente
estudiadas por STM. Los resultados se muestran en la Figura 1V.4.11. La gran
resolucibn de esta técnica permite apreciar las AuNPs individuales que
conforman las islas. Ademas las alturas registradas para la primera capa de
AuNPs modificadas o no con melanina es de 3-4 nm con lo que corroboran los
datos previamente obtenidos por AFM. Desgraciadamente no fue posible llevar
a cabo un andlisis estadistico de las alturas de las islas por STM debido a lo
dificil que resulta obtener imagenes limpias, libres de ruido, ya que, si bien se
trabajé en condiciones de corriente tinel muy bajas, la punta desplaza

continuamente las islas mas débilmente adsorbidas sobre el HOPG de lado a
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lado.

PSD

10,7 nm

Figura IV.4.11. Imagenes STM de 200 x 165 nm? de AuNPs mostrando islas de AuNPs sobre
HOPG: (a) antes y (b) después de electrodeposicion de 120 minutos de melanina. De igual
forma, sus correspondientes espectros de potencia, PSD, (c) antes y (d) después, mostrando

las dimensiones de las particulas.

El andlisis de la densidad espectral de potencia (PSD), antes y después de
la modificacion electroquimica con el sistema hierro-melanina, muestra
aspectos interesantes relacionados con la aparicion de dos maximos bien
definidos. En ambos casos, si bien el primero de los mismos es un fiel reflejo
de las dimensiones previstas para las AuNPs, no es menos cierto que los
segundos, de 9 y 11 nm, son mayores de lo que cabria esperar de acuerdo a
los datos de altura obtenidos tanto por AFM como por STM. Este hecho seria
coherente con los datos obtenidos por EXAFS, fig. IV.4.9, que reflejaban un
ligero incremento en la magnitud de las AuNPs tras la desorcion del
recubrimiento estabilizante de tiol, si bien éstas, como se ha visto, aun
conservan su individualidad. No obstante, no deben descartarse la contribucion
de la convolucion punta-muestra y el hecho de que, quizds, la punta no sea
capaz, en todos los casos, de resolver las particulas de menor tamafio,

mostrando asi a dos o tres particulas adyacentes, especialmente en el interior
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de las islas, como a una sola, con lo que las dimensiones reales de las AUNPs

se verian incrementadas.

Por tanto, tomando en consideracion los datos obtenidos por AFM, STM y
EXAFS, se puede concluir que éstos son consistentes con la presencia de
AuNPs esféricas de 3 nm de didmetro, adsorbidas sobre la superficie del
HOPG, cubiertas por una pelicula de melanina de 1 nm de espesor,
asumiendo, claro, una capa uniforme de biopolimero. De hecho, se han
descrito en la bibliografia peliculas de dopamina-melanina sobre sustratos de
Si, tras una hora de inmersion en soluciones de dopamina, con un espesor de
1,8 nm tal y como se ha podido estimar por XPS.>* En cualquier caso, el
reducido espesor de la capa de melanina explicaria la presencia de la sefal Au
4f registrada en los espectros XPS, fig. IV.4.7a. Llegados a este punto, merece
la pena comentar que si bien parece claro que la presencia de iones metélicos
puede inducir en cierta medida la formacion de nano y microparticulas esféricas
de melanina,*? también lo es que sobre las AuNPs sélo se depositan capas de
melanina notablemente delgadas y sin estructura aparente. Este hecho se
justifica por el bajo contenido en hierro presente en el depdsito, puesto que las
peliculas de melanina sintética, formadas a partir de disoluciones sin contenido

metdlico alguno, parecen carecer de una estructura definida.

El procedimiento seguido para la obtencion de AuNPs modificadas con el
sistema melanina-hierro y adsorbidas sobre HOPG se resume en el Esquema 1

que se muestra a continuacion:
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a. Inmovilizacion

HOPG

TAuNP en hexano (2 g L)

c. Modificacién electroquimica

con melanina-hierro ‘

T
E/mv

”"f;o'
s

0’ Melanina 0,3 g L!

b. Electrodesorcion del tiol

Esquema IV.4.1. Se recogen las siguientes etapas correspondientes a la sintesis de las AUNPs
modificadas con melanina: (a) Inmovilizacion por inmersién de HOPG durante 24 h en solucién
de hexano de las TAuUNPs, (b) Electrodesorcién del recubrimiento de NT o DT en NaOH 0,1 My

(c) Polarizacion catédica a -1,0 V en solucién 0,3 g L™*de melanina en NaOH 0,1 M.

IV.4.2.2. Actividad electrocatalitica de las AuNPs modificadas con

melanina

El desarrollo de biosensores de H,O, ofrece multitud de posibles aplicaciones
en diversas areas de la ciencia y la tecnologia entre las que destacan las
industrias farmacéuticas, clinicas, alimentarias, etc. También es relevante su
utilizacién en andlisis medioambientales.®® Ademas, el peréxido de hidrégeno
se emplea también como agente bacteriano en la industria alimentaria y de
bebidas. Su extendido uso ha hecho surgir la necesidad de establecer
protocolos y métodos para su deteccion cualitativa y cuantitativa en productos
de diversa indole. En el caso que nos ocupa, el interés en el peréxido de
hidrégeno reside en que se trata de uno de los mas importantes productos/

intermedios/ sustratos en variadas reacciones catalizadas por enzimas.*
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Desde este punto de vista, se decidio evaluar la actividad electroquimica frente
a la reduccion de H,O; tanto de las AuNPs adsorbidas sobre HOPG como la de
los propios depdésitos de melanina sobre las AuNPs. Como es bien conocido, la
electrorreduccion del peréxido de hidrégeno da como resultado OH’ y especies

OH" de acuerdo a la siguiente reaccién®":
HoO, + 2 € — HO™ + OH" @)

En la Figura IV.4.12 se han representado los barridos catédicos de los
ciclovoltamogramas registrados para HOPG, Au(111), AuNPs adsorbidas sobre
HOPG y AuNPs modificadas con melanina en una solucion 4 mM H,0O, en
NaOH 0,1 M.

00{ __ /_
(\'IE /'\/
O .05
<
£
= 0
16 12 08 -04
E/V

Figura 1V.4.12. Voltamogramas registrados a 25 mV/ s en 4 mM H,O, en NaOH 0,1 M para
distintos sustratos: HOPG (color negro), Au (rojo), AuNPs sobre HOPG (verde) y AuNPs
modificadas con el sistema hierro-melanina sobre HOPG (azul). La densidad de corriente, |,

esta referida al area geométrica del sustrato de HOPG.

Mientras que practicamente no se observa la electrorreduccion de peréxido
de hidrégeno sobre el HOPG, si que se aprecia un pico de corriente catddica
precediendo a la reaccion de evolucién de hidrogeno, HER, a -1,15 V, asociado
a la reduccion de H,O,. No obstante, es obvio que la actividad catalitica en el
caso del Au(l1l1l) es bastante reducida toda vez que tiene lugar a

sobrepotenciales bastante altos. De hecho, es bien conocido que el Au no pasa
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por ser un buen catalizador para esta reaccion, especialmente el plano
Au(111).>* Por otro lado, la presencia de las AuNPs ejerce un efecto
considerable, desde el punto de vista de la electrocatélisis, ya que hacen de la
inerte superficie del HOPG un sustrato mas activo electroquimicamente con un
pico de reduccion de peroxido de hidrogeno que aparece a -0,9 V. Ademas,
debe destacarse el hecho de que estas AuNPs adsorbidas sobre HOPG son
apreciablemente mas activas frente a la electrorreduccion de H,O, que las
superficies de Au(111), reduciendo el sobrepotencial para esta reaccion en
0,25 V. En este sentido hay que decir que, en el caso del Pt, la
electrorreduccion del peroxido de hidrégeno tiene lugar a través de la previa
adsorcién de HO-OH con los dos atomos de oxigeno apuntando a la superficie
del metal. En tal situacion, a la adsorcion le sigue un proceso de elongacion y
posterior ruptura del enlace O-O con la consiguiente formacion de especies Pt-
OH.>* Por su parte, en el caso de las facetas de Au(111) y de Au(110), no tiene
lugar el proceso de elongacion antes referido y observado para el Pt. Este
hecho trae como consecuencia su escasa actividad catalitica frente a esta

reaccion en concreto.

No obstante, no se debe obviar la circunstancia de que las interacciones O-
O sobre AuNPs de 2 nm son bastante diferentes de las que exhiben las
superficies planas de Au(111) puesto que los atomos de Au poco coordinados
permiten una fuerte adsorcion de O-O, si bien este hecho no bastaria para
explicar del todo la disociacién del enlace O-0.>° La ruta de minima energia se
da en el caso de las caras Au(100) con las especies O-O en posicion puente.
En el caso referido, se ha predicho la elongacién del enlace O-O que conduce
a su posterior disociacion aunque este efecto esta limitado a AUNPs formadas

por menos de 55 atomos.>>°

Los datos mostrados hasta el momento indicarian que las AuNPs de 3 nm
de didmetro empleadas en las experiencias relatadas son bastante activas
desde el punto de vista de la electrorreduccion del peroxido de hidrogeno. Sin
embargo, no debe obviarse la posibilidad de una cierta contribucion a la
actividad catalitica debida a las AUNPs de menor tamario, inferiores a los 2 nm

de diametro, que aparecen en la funcién de distribucion de tamafios mostrada
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en la seccién experimental de la presente memoria.®’

Volviendo a la figura 1V.4.12, queda claro que las AuNPs recubiertas de
melanina exhiben la mejor actividad electrocatalitica, con el pico de reduccion
de H,0O, a -0,80 V y, ademas, la mayor densidad de corriente. Se debe tener
en cuenta que este efecto electrocatalitico se observa en un rango de potencial
donde la pelicula de melanina es electroquimicamente activa, ver picos Cly ClI
en fig. IV.4.6. Por tanto, basta con una pequefia cantidad del sistema hierro-
melanina depositado sobre las AuNPs para reducir el sobrepotencial necesario
para la reduccion del peroxido de hidrégeno con respecto al observado para las
AuNPs. Este hecho se justificaria de acuerdo a la exaltada transferencia
electrénica entre el H,O, y la superficie de Au, mediada por los procesos rédox

que implican los pares quinol/ quinonay Fe(ll)/ Fe(l11).%%2

El detallado escrutinio de la fig. IV.4.12 arroja una conclusion adicional: la
reaccion de evolucién de hidrégeno, HER, también tiene lugar a menores
sobrepotenciales en el caso de las AuNPs sobre HOPG, especialmente en el
caso de las AuNPs modificadas con melanina. La reaccion propuesta es la

siguiente:
HO+1e — % Hy,+ OH 3

Con objeto de poder clarificar este extremo, se han representado con mas
detalle en la Figura IV.4.13 las respuestas electroquimicas frente a HER
registradas para los diferentes sustratos de Au modificados o no con el sistema

melanina-hierro.
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Figura IV.4.13. Voltamogramas registrados a 0,025 V s™ en NaOH 0,1 M para distintos
sustratos de Au: Au(111) (color negro), AuNPs sobre HOPG (rojo) y peliculas de melanina de
120 minutos sobre Au(111) (verde) y AuNPs (azul). La densidad de corriente, j, esta referida al
area geométrica del sustrato de HOPG. El grafico insertado muestra en mas detalle la reaccion

de HER para Au(111), color negro, y AuNPs sobre HOPG en color rojo.

Se aprecia con claridad que las AuNPs adsorbidas sobre HOPG son mas
eficaces en cuanto a la reacciéon de HER que el Au(111), ver fig. IV.4.13. Las
superficies de las AuNPs ofrecen un gran ndamero de sitios
electroquimicamente activos para la adsorcion de moléculas de agua,
presentes en el medio alcalino, que son cataliticamente reducidas a hidrogeno
por medio de la aplicacién del potencial adecuado.”® Este hecho trae como
consecuencia el incremento en la velocidad de HER. La disociacién de las
moléculas de agua en nanoparticulas de Au y de Cu tiene lugar
predominantemente en los bordes y esquinas de las mismas, esto es, en los
sitios de menor coordinacién. Como consecuencia, las NPs son més activas

para la ruptura del enlace O-H que las correspondientes superficies planas.>®

Ahora bien, tanto en el caso del Au(111l) como en el de las AuNPs
adsorbidas sobre HOPG, el recubrimiento de hierro-melanina consigue mejorar
las prestaciones frente a HER en relacion a las ofrecidas por ambos sustratos
desnudos. De hecho, son las AuNPs recubiertas de melanina las que exhiben

los mayores valores de densidad de corriente, fig. 1V.4.9, color azul. Ademas, a
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la exaltada reaccion de HER le preceden los picos catédicos Cll y Clll, a -0,95
y -1,1 V, respectivamente, asociados al comportamiento rédox de especies de
Fe.® Es bien sabido que las enzimas hidrogenasas y analogos de éstas
implican en su funcionamiento un aceptor de protones, normalmente un sitio no
metalico cargado negativamente, para retener fuertemente a los protones y un
aceptor de hidruros, habitualmente un atomo o i6bn metélico aislado de alta
coordinacion, que dé lugar a un enlace con el hidrogeno. Asi, las superficies
que cuentan con un efecto cooperativo de dos sitios como los descritos,
muestran una alta actividad catalitica frente a HER.®° Por tanto, las especies de
hierro presentes en los depdésitos de melanina cumplen con los requisitos
antes enumerados ya que, como ya se ha comentado, se corresponden con un
arreglo de seis atomos de O en una estructura octaédrica distorsionada con
una distancia de enlace Fe-O de 0,199 nm.*® Es mas, por ejemplo, porfirinas de

! muestran una notable

Fe, con una longitud de enlace Fe-N de 0,2 nm,°
actividad electrocatalitica frente a HER que se ha relacionado con la especie
Fe(0)-porfirina que se origina a potenciales negativos tras reduccion de la
especie Fe(ll)-porfirina. De forma analoga, en el caso que nos ocupa, parece
razonable que la actividad catalitica apreciada en los depdsitos de hierro-
melanina implique la reduccion de agua a H, y grupos hidroxilo asi como la
correspondiente oxidacion de Fe(0)-melanina a Fe(ll)-melanina. Logicamente,
a los sobrepotenciales tan negativos donde se da esta reaccion, las especies
Fe(ll)-melanina se reducen a Fe(0)-melanina, cerrdndose entonces el ciclo

catalitico.

IV.4.2.3. Modificacion de TAuNPs con el sistema melanina-hierro y

posterior liberacion al medio electrolitico

De acuerdo al procedimiento anterior, se modificaron electroquimicamente las
AuNPs previamente adsorbidas sobre HOPG con el biopolimero pero, en este
caso, sin retirar previamente el recubrimiento de NT. La razdén para mantener
tal recubrimiento no es otra que permitir la liberacion de las AuNPs modificadas
de la superficie del HOPG a la disolucion electrolitica como se ha descrito en la

referencia [8]. En el Esquema 1V.4.2 se describe graficamente el procedimiento
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llevado a cabo:

Melanina-TAuNPs
en solucion

Esquema 1V.4.2. Se recogen las siguientes etapas correspondientes a la sintesis de las
TAuNPs modificadas con melanina: (a) Inmovilizaciéon por inmersion de HOPG durante 24 h en
solucién de hexano de las TAUNPs, (b) Polarizacién catddica a -1,0 V en solucién 0,3 g L™de
melanina en NaOH 0,1 M y (c) Electrodesorcion del recubrimiento de NT en NaOH 0,1 M,

liberacion y extraccion en hexano de las NPs modificadas.

Tras la deposicion de melanina durante 120 minutos a -1,0 V sobre las
TAuNPs y después de enjuagar cuidadosamente con agua milli-Q, se
registraron los XPS de las muestras obtenidas, fig. IV.4.14. La presencia en los
mismos de las sefales Au 4f, fig. 14a, con la componente Au 4f;, a 84,0 eV
que indica que el Au es metalico y de S 2p, fig. IV.4.14b, con la componente S

6 confirman la

2ps2 a 162,0 eV que se ha asignado a tioles enlazados,®
presencia, tras el tratamiento electroquimico de modificacion, de AuNPs

recubiertas de NT adsorbidas sobre la superficie del HOPG.
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Cuentas/ u.a.
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Cuentas/ u.a.
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Figura 1V.4.14. Espectros XPS obtenidos para peliculas de melanina de 120 minutos sobre
TAuUNPs, en color negro, y para las mismas tras liberacion de éstas en NaOH 0,1 M por
electrodesorcién reductiva, posterior extraccion en hexano y readsorcion sobre HOPG, en color
rojo. Sefales: (a) Au 4f, (b) S 2p, (c) Fe 2py (d) N 1s.

Ahora bien, tomando en consideracion el hecho de que la sefial de S 2p se
pueda ajustar sin tener en cuenta las otras componentes de S, entre 163-164
eV, se debe concluir que durante la deposicion de melanina a -1,0 V no se
desorben cantidades significativas de NT. Esto es debido a que la
electrodesorcion del NT tiene lugar, ver fig. 1V.4.2 en color rojo, a potenciales
mas negativos que aquellos a los que acontece la formacién de las peliculas de
melanina. Ademas, junto a las sefiales de Au 4f y S 2p, aparecen también las
correspondientes al sistema melanina-hierro, es decir, la de Fe 2p, fig. IV.4.14c,
y lade N 1s a 400,3 eV, fig. IV.4.14 d, indicando, por tanto, que las TAUNPs se

han modificado exitosamente con el biopolimero.

No obstante, en este caso, las relaciones entre las sefiales N/ Au y Fe/ Au
son menores que las observadas para peliculas de melanina del mismo tiempo
de adsorcion, 120 minutos, preparadas sobre AuNPs desprovistas de su
recubrimiento de NT adsorbidas sobre HOPG, ver tabla 1V.4.2.
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Relacién Atémica

Sustrato N/ Au Fel Au Fe/ N
Au(111) 0,08 0,04 0,50
Melanina/ AuNP 0,60 0,28 0,47
Melanina/ TAUNP 0,14 0,02 0,14

Tabla 1V.4.2. Relacion de sefiales XPS de N/ Au, Fe/ Au y Fe/ N para diferentes

sustratos de Au recubiertos de una pelicula de melanina de 120 minutos.

Si bien tanto las sefiales de N 1s como la de Fe 2p exhibieron valores
inferiores a los de sus analogas en las AuNPs desnudas, es cierto que este
efecto es aun mas pronunciado en el caso del Fe. De acuerdo a esta
conclusién, los voltamogramas obtenidos para las TAuNPs modificadas con
melanina mostraron, fig. 1V.4.15, que la densidad de carga implicada en los
procesos rédox correspondientes al sistema melanina-hierro se ve
notablemente reducida en comparacion a la registrada para las AuNPs

desprovistas de NT, fig. IV.4.6 en color negro, si bien resulta adn apreciable.

60
—
N
5 o
<L
3
p
=,
60+
12 08 04 0.0

E/V

Figura 1V.4.15. Voltamograma registrado a 0,1 V s™ en NaOH 0,1 M de TAuNPs previamente

depositadas sobre HOPG y modificadas con pelicula de melanina de 120 minutos.

Esto significa que la superficie hidrofébica de la capa de NT dificulta en
cierta medida la deposicion electroquimica de melanina, siendo este hecho

especialmente destacado en el caso de las especies de oxidos de hierro como
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se deduce de la poca notoriedad o, incluso, de la ausencia de las parejas de
picos voltamétricos méas catddicos, asociados a éstos como ya se ha explicado
previamente. En este sentido, el perfil voltamétrico es, en este caso, mas
parecido a los registrados para peliculas de melanina crecidas directamente
sobre HOPG, con un amplio pico voltamétrico que implica contribuciones de las
parejas rédox quinol/ quinona y de especies Fe(ll)/ Fe(lll) coordinadas al
biopolimero. Se debe tener en cuenta que las relaciones N/ Au y Fe/ Au en el
caso de las peliculas de melanina de 120 minutos crecidas sobre Au(111) son
notablemente mas pequefias debido a la gran contribucién del Au masivo a la
intensidad de la sefial de Au 4f, la cual, obviamente, es menor en el caso de las
AuNPs. No obstante, resulta de interés tener en cuenta que la relacion Fe/ N,
debida dnicamente a la pelicula del biopolimero, es practicamente la misma
para las peliculas crecidas sobre Au(111) y sobre las AUNPs desnudas. Por el
contrario, dicha relacién es menor en el caso de las TAuNPs, confirmando asi
los resultados mostrados por medio de la voltametria ciclica. De hecho, el valor
de 0,14, obtenido a partir de los datos de XPS, es incluso menor a 0,25 que es
el valor esperado para la relacion Fe/ N en caso de una completa saturacion de
protomoléculas de melanina, es decir, en el caso mas general un atomo de
hierro coordinado a 4 unidades de DHI.*** Es evidente, por tanto, que en el
caso de las peliculas crecidas sobre Au(111) y sobre las AuNPs desnudas, con
una relacion Fe/ N en torno a 0,5, tiene lugar un enriquecimiento en especies
de Fe, especialmente 6xidos de hierro, debido al proceso electroquimico de
deposicion, con respecto a la melanina sintética de la muestra evaporada. Por
tanto, mediante el uso de AuNPs con o sin el recubrimiento estabilizante de tiol,
es posible elegir el tipo de especies de Fe dominante en el recubrimiento

polimérico obtenido.

Parece razonable considerar entonces que las especies de melanina-hierro
pueden quedar inmovilizadas sobre las TAuNPs por incorporacion a la
estructura de la SAM de tiol, mas abierta sobre las superficies curvas de las
AuNPs en relacion a las superficies planas, y/ o debido a la presencia de
defectos en dicha capa, quizas inducidos por la polarizacion a -1,0 V durante

120 minutos, potencial razonablemente proximo al umbral de la
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electrodesorcion del NT, en torno a -1,3 V, ver fig. IV.4.2 en color rojo. No
obstante y tal como se ha mencionado anteriormente, durante la deposicion de
melanina no se desorben cantidades significativas de NT y, de hecho, la
relacion S/ Au permanece practicamente inalterada antes y después de la

modificacion con el biopolimero.

Llegados a este punto hay que afiadir que los datos obtenidos tanto por
voltametria ciclica como por XPS de muestras de HOPG mantenidas durante
120 minutos a polarizacién catédica de -1,0 V en solucién 0,3 g L™ de melanina
en NaOH 0,1 M, no exhibieron cantidades significativas de melanina. Por lo
tanto, a tenor de lo visto, se puede concluir que las TAuNPs han sido

exitosamente modificadas con el sistema hierro-melanina.

Como se ha comentado, un aspecto enormemente relevante de este sistema
es poder recuperar las TAUNPs, ahora modificadas con el composite organico-
inorganico, adsorbidas sobre el HOPG, por medios electroquimicos. A tal fin se
llevaron a cabo entre 5y 6 ciclos voltamétricos entre -0,2 y -1,6 V en NaOH 0,1
M a 0,050 V s, fig. IV.4.2. Esta solucién electrolitica que contiene a las
nanoparticulas fue puesta en contacto con hexano durante 24 horas con objeto
de extraerlas en la fase organica. Tras esto, un nuevo sustrato de HOPG fue
sumergido en esta solucion de hexano durante otras 24 horas, transcurridas las
cuales fue cuidadosamente lavado en hexano y secado en atmoésfera de
nitrégeno. Los espectros XPS registrados para esta muestra se han recogido,
en color rojo, en la figura 1V.4.14a-d. Tales resultados muestran nuevamente la
presencia de las sefales de Auy S, indicativo de la presencia de las TAuNPs, y
de Fe y N, correspondientes al biopolimero, siendo en este caso relevante la
presencia de la componente de S a energia de enlace superiores a los 165 eV
asignada a especies de S oxidado, producidas, presumiblemente, como
consecuencia de la prolongada exposicién de las muestras a oxigeno y luz.®
Huelga decir que no se han encontrado trazas de Fe y de N cuando se ha
llevado a cabo el mismo procedimiento pero, en este caso, usando TAUNPS sin
el biopolimero. Estos resultados demuestran que las TAuNPs, modificadas con
el depésito de melanina, son liberadas a la solucion de NaOH por medios

electroquimicos de donde pueden ser facilmente recuperadas por extraccion en
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hexano.

Con objeto de poder caracterizar las variaciones producidas en las
dimensiones del nucleo de Au en las TAuNPs tras ser modificadas con
melanina se recurrié al TEM ya que, debido al escaso contraste de la materia
organica frente al haz de electrones, el biopolimero no puede ser observado
mediante esta técnica. De hecho, el contenido en hierro del electrodepdsito es
también demasiado escaso como para ser detectado por HRTEM. Asi, en la
Figura IV.4.16 se han representado las funciones de distribucion de tamafios
tanto de las TAuNPs originales, de las propias TAuNPs adsorbidas sobre
HOPG y desorbidas del mismo por aplicacién de potencial y, por ultimo, las
TAUNPs modificadas con el sistema melanina-hierro y desorbidas de la
superficie de HOPG, fig. IV.4.16a-c, junto a sus correspondientes imagenes
TEM, fig. IV.4.16d-f, respectivamente.
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Figura 1V.4.16. Funciones de distribucién de tamafios de (a) las TAuUNPs originales, de (b) las
propias TAuNPs adsorbidas sobre HOPG y desorbidas del mismo por aplicacion de potencial y
(c) las TAUNPs modificadas con el sistema melanina-hierro y desorbidas de la superficie de

HOPG, junto a sus correspondientes imagenes TEM, d-f, respectivamente.

Los resultados exhibidos muestran que la distribucion de tamafios de las
particulas se hace mas ancha tras la modificacion con el sistema melanina-
hierro si bien el tamafio promedio, en torno a los 3 nm, permanece
practicamente inalterado y muy préximo, en cualquier caso, al observado para
las TAUNPs originales y para las mismas tras el ciclo de adsorcion-desorcion.
Por tanto, el proceso de electrogeneracion de la pelicula de melanina no altera
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en demasia la identidad de las AuNPs.

Como es bien sabido, la técnica SAXS permite estimar tanto la forma como
el tamafio promedio de NPs, proteinas® y melaninas,®® siendo ademas
sensible, en el caso que nos ocupa, tanto al ndcleo de Au metalico como a su
recubrimiento polimérico. Por tanto, se han realizado medidas SAXS de las
TAUNPs antes y después de ser modificadas con el sistema melanina-hierro
con objeto de cuantificar el efecto que dicho depdsito ejerce sobre las TAUNPS.
Asi, en la Figura IV.4.17 se han representado las correspondientes curvas de
intensidad de dispersion SAXS como funcion del modulo del vector de

dispersion, g, registradas para ambos tipos de particulas en hexano.

Log(l(q)) ! u. a.

Log(l(q)) I u. a.

o
=N
N

-1

g/ nm
Figura 1V.4.17. Curvas SAXS registradas para (a) TAuNPs y (b) TAuNPs modificadas con
melanina.

El cambio observado en la morfologia de las curvas de dispersion constituye

una clara evidencia de que ha tenido lugar una alteracién en las dimensiones
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de las NPs después de ser estas modificadas con el sistema melanina-hierro.

Con vistas a poder estimar tales cambios producidos, se analizaron los
resultados obtenidos por medio del grafico de Guinier,®® ver Figura IV.4.18a.
Las modificaciones producidas en la pendiente, ag, en dicho grafico indicarian
un incremento en el radio promedio de rotacibn de las NPs tras la
electrodeposicion. El radio de rotacion R; = \/STrG de un objeto esférico y

homogéneo se relaciona con su radio geométrico, R, de acuerdo a la siguiente

expresion R, = \E R.

Log(l(q)) / u.a.

Densidad Electrénica/u.a.

Densidad Electronica/ u.a.

R Rg melanina

Au

Figura IV.4.18. Grafico de Guinier para TAuNPs, color rojo, y para las TAuNPs con
recubrimiento de melanina, color negro. Esquemas del perfil de densidades electronicas

empleado en el proceso de ajuste para TAuUNPs (b) y TAUNPs modificadas con melanina.
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Se han ajustado las curvas de dispersion de las TAUNPs asumiendo que las
nanoparticulas son esféricas con una distribuciéon de tamafios como la que
sugieren los datos obtenidos por TEM, fig. IV.4.16 y fig. IV.4.18b. Notese que
debido al escaso contraste electronico frente a la solucion de hexano, el
recubrimiento de tiol se puede considerar transparente a las medidas SAXS,
fig. IV.4.18b. En el caso de las TAuUNPs con recubrimiento de melanina se opt6
por un modelo de dos densidades electronicas: un perfil constante atribuido al
nacleo de Au de las AuNPs y una densidad electronica tipo gaussiana
correspondiente al recubrimiento del biopolimero, fig. 1V.4.18c. Asi las cosas, el
radio de rotacién obtenido para el recubrimiento de melanina de densidad
electronica gaussiana es de Rg velanina = 2,89 nm, 0 sea un R de 3,75 nm. Por
su parte, el radio de rotacion promedio para el nicleo de Au fue de Rgay = 1,05
nm, es decir, un R de 1,36 nm, lo que, una vez mas, es consistente con los

datos extraidos de las imagenes TEM.

Por tanto, se puede concluir que durante la polarizacién a -1,0 V, necesaria
para el crecimiento electroquimico del depdsito de melanina-hierro sobre las
TAUNPs previamente adsorbidas sobre la superficie del HOPG, tiene lugar
presumiblemente un ligero desordenamiento de la SAM de NT y, quizas, la
desorcion de una reducida cantidad de moléculas del tiol. Este hecho sin duda
favoreceria la incorporacion de pequefios oligdmeros de melanina y especies
de Fe en estos defectos, ya presentes o causados por la polarizacién. Dado
gue la melanina es un polimero conductor, a medida que aumenta el tiempo de
adsorcion, las TAuNPs se irian recubriendo progresivamente de la pelicula de
melanina-hierro, a excepcion, probablemente, de la regién de interfase entre
las TAuNPs y la superficie del HOPG. Parece razonable considerar que la
electrodesorcion reductiva de las moléculas de NT se inicie en la primera capa
de AuNPs, decreciendo drasticamente tanto la interdigitacibn como las
interacciones con las cadenas hidrocarbonadas de las TAUNPs adyacentes o
de capas superiores, si existieran. Esto tendria como consecuencia la
liberacion al medio electrolitico de las TAUNPs modificadas con el sistema

hierro-melanina.
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IV.4.3. Conclusiones

Se han podido modificar AuUNPs previamente adsorbidas sobre HOPG por
medios electroquimicos dando lugar a un composite biorganico-inorganico. En
este sentido, sobre las AuNPs, de 3 nm de diametro, que pueden ser
desprovistas 0 no de su recubrimiento estabilizante de tiol, se deposito el
sistema melanina-hierro, de forma controlada, mediante polarizacion catédica a
-1,0 V, durante 120 minutos. El estado de oxidacion de las especies de Fe
presentes en el depdsito puede ser variado de metalico, Fe(0), a Fe(lll) por
medios electroquimicos. Ademas, se ha demostrado que las AuNPs, cubiertas
de pequefas cantidades de melanina, exhiben propiedades electrocataliticas

exaltadas frente a la reduccién del peroxido de hidrégeno y HER.

Las AuNPs mostraron igualmente una cierta selectividad frente a ciertas
fracciones de melanina, posiblemente debido a su reducido tamafio que
Unicamente permite la adsorcibn de mondmeros y pequefios oligobmeros. Este
hecho abre la interesante posibilidad de su empleo en separaciones analiticas
de determinadas especies presentes en muestras complejas. Asi, estas AUNPs
depositadas sobre sustratos carbonosos podrian ser utilizadas como electrodos
de gran area de captura con vistas a la deteccién cuantitativa del contenido de
melaninas en fluidos biolégicos por métodos electroquimicos o
espectroscopicos. De hecho, se han descrito estudios que relacionan
fehacientemente la presencia de granulos de melanina en sangre con la

existencia de melanomas.®®

La cantidad de especies de Fe pudo ser reducida depositando la melanina
directamente sobre la TAUNPSs, sin retirar el recubrimiento de tiol. Hecho esto,
las NPs son facilmente Iliberadas a la disolucion electrolitica por
electrodesorcion reductiva del recubrimiento de tiol. Por tanto, haciendo uso de
moléculas de tioles solubles en soluciones acuosas seria posible liberar AUNPs
gue contengan especies de hierro y monémeros y oligdbmeros de melanina, con
actividad citotéxica en diferentes lineas celulares y que han sido estudiados en
terapias cancerigenas,’’ en sistemas biolégicos de interés, guiadas por medio

de campos magnéticos.
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Por ultimo cabe comentar que los resultados expresados en este capitulo de

la presente memoria han sido publicados recientemente en medios cientificos

de amplia difusion internacional %%
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V. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS FUTURAS
V.1. CONCLUSIONES

n la presente tesis doctoral se han abordado el estudio, la preparacién y la
Ecaracterizacién de peliculas de eumelanina sintética electrodepositadas
sobre distintos sustratos conductores. La preparacion de estas peliculas resultd
de vital importancia desde el punto de vista del estudio de las propiedades
electronicas y opto-electronicas del biopolimero asi como para la deteccion de
las moléculas de protomelanina, clave a la hora de poder elucidar el modelo
secuencial de agregacion de oligobmeros y cuya posibilidad de control y
manipulacion encierra todo el potencial de las melaninas. Se ha tratado, por
tanto, de adaptar el método empleado para el autoensamblado electroquimico
de peliculas de melanina sobre Au(11l), ya descrito, a la preparacion de
peliculas de eumelanina usando diferentes soportes. Estas experiencias
tuvieron como objeto comprobar la influencia ejercida por el sustrato elegido
sobre la composicion quimica, la morfologia y las propiedades electroquimicas
y electrocataliticas del depdsito durante la formacion de las peliculas por
medios electroquimicos. En este sentido se han alcanzado resultados de gran
interés sobre HOPG y sobre AuNPs previamente adsorbidas sobre HOPG.

A partir de los resultados que se han mostrado en esta memoria, pueden
extraerse las siguientes conclusiones, estructuradas de acuerdo al sustrato de

partida:

V.1.1 Au(111)

1. Hemos preparado peliculas ultradelgadas y nanoestructuradas de melanina
depositadas sobre Au(111) por autoensamblado electroquimico a través de un
método electroquimico potenciostatico. La formacién de las peliculas tiene
lugar tras la inmersién de un electrodo de Au(111) en disolucién 0,3 g L™ de

melanina en 0,1 M de NaOH por aplicacién de -1,0 V (vs Ag/ AgCl).

2. Los datos recabados por medio de las espectroscopias Auger, XPS vy
XANES mostraron resultados altamente reveladores acerca de la composicion
de estas peliculas. La espectroscopia Auger mostrd la presencia de hierro

enlazado a oxigeno en las peliculas de eumelanina en una relacién frente al
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nitrogeno de Fe/ N = 3, frente al maximo esperado para la melanina sélida de
0,25. Esto indica que, durante el proceso de autoensamblado de la pelicula, se

ha producido un notable enriquecimiento en especies de oxido de hierro.

Por su parte los datos obtenidos por XPS donde el electrodepdsito exhibe
las sefales tipicas del Fe 2p, confirman el enriquecimiento en especies de
hierro durante el crecimiento electroquimico de las peliculas de melanina. Mas
interesante aln son los resultados correspondientes a la sefial de N 1s:
mientras que en la pelicula evaporada se detectan las tres componentes
caracteristicas presentes en las melaninas naturales, en la pelicula
electrodepositada so6lo estan presentes las contribuciones de las sefiales a 400
y 399 eV. Esto es indicativo, por tanto, de una cierta selectividad frente a las

especies de N durante el proceso de formacion de las peliculas.

Por otro lado, las concentraciones relativas de especies de hierro en
peliculas de eumelanina sobre Au(11l) pudieron ser estimadas como una
superposicién lineal de sélo dos sitios de absorcién del hierro: Fe*? en FezO,y
Fe™ en la melanina, a partir de los espectros XANES. En general, ha sido
posible concluir que el hierro en la melanina sélida es mas similar al Fe,O3 que
a cualquier otro 6xido. Por su parte, el hierro en la pelicula de melanina crecida

sobre Au es mas proximo al hierro en la magnetita.

3. Las imagenes STM de la superficie del Au(111) tras la inmersién en una
disolucién alcalina de eumelanina sintética durante t; = 10 minutos a potencial
de circuito abierto mostraron la presencia en la misma de pequefias particulas
de entre 1,6-3,2 nm de ancho y de aproximadamente 0,3 nm de altura, valor
éste similar a la separacion entre capas encontrada en el grafito. Estos
resultados son consistentes con la existencia de una protomolécula de

melanina y de pequefios oligbmeros organizados en una estructura tipo grafito.

Las unidades de menor tamafio, de 1,6 nm, exhiben unas dimensiones
préximas a las que exhiben los tetrameros IMIM y IHHH constituidos por
unidades de DHI y DHICA. Por su parte, las particulas de 3,2 nm corresponden

a pequefios oligdbmeros constituidos a su vez por cuatro de los tetrAmeros

anteriores.
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Las imadgenes STM de alta resolucion, obtenidas en las primeras etapas de
adsorcion a partir de peliculas de t; = 100 minutos, mostraron que las unidades
mas pequefias presentes en la pelicula, de entre 5 y 8 nandmetros de ancho y
entre 0,3 y 1 nm de altura, forman agrupaciones ordenadas que siguen
aproximadamente la topografia del Au(111).

4. Por su parte, la Microscopia de Fuerzas Magnéticas (MFM) mostré la
existencia de campos magnéticos bien definidos que se concentraban en
algunos granulos mientras que eran bastante débiles en otros, con
independencia del tamafio topografico de los mismos. Resulta razonable
asumir que los granulos que muestran grandes contrastes de fase estan
mayoritariamente formados por nanoparticulas ricas en compuestos tipo FezO4

ya determinadas por XANES.

La comparacion de las imagenes y sus secciones transversales puso de
manifiesto la presencia de determinadas zonas con magnetizacién paralela,
similares a los dominios que se han podido observar en el caso de peliculas
continuas de materiales ferromagnéticos. En este caso, las regiones con
contraste de fase magnético, bien positivo bien negativo, que se alternan entre
si, corresponden a interacciones punta-muestra repulsivas o atractivas,

respectivamente.

5. A partir de los resultados de Auger, XANES, STM y MFM, se pudo concluir
que, en las peliculas de eumelanina depositadas sobre Au(111), existen dos
componentes distintos: por un lado, nanoparticulas de melanina que contienen
Fe*™® enlazado a grupos hidroxilos fenélicos en una configuracién octaédrica
similar a la encontrada para el Fe,O3; y, por otro, nanoparticulas ricas en

compuestos tipo Fe304.

6. Las peliculas crecidas por medios electroquimicos sobre el sustrato de
Au(111) muestran una respuesta electroquimica extraordinariamente estable y
reproducible a pesar de tratarse de un biopolimero organico que cubre la
superficie electrddica. Los voltamogramas registrados en NaOH 0,1 M ponen
en evidencia la existencia de, al menos, cuatro procesos rédox localizados en

la region de doble capa del Au(111), precediendo a la evolucion de hidrogeno,
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HER.

7. Estas peliculas de eumelanina sobre Au(111l) exhiben actividad
electrocatalitica frente a la reduccién de perdxido de hidrogeno en el rango de
potenciales donde la pelicula es electroguimicamente activa (pareja de picos
voltamétricos Al/ Cl). La principal contribucion a la actividad electrocatalitica de
las peliculas corresponde al Fe(lll) octaédrico coordinado a las unidades
catecol. El hecho de que dicha capacidad electrocatalitica mostrada por estas
peliculas de melanina también se diera incluso tras lavado acido o por ciclado
en tampoén fosfato, indica que las nanoparticulas ricas en magnetita no son
esenciales para la electrocatélisis. Por tanto, el sistema hierro-melanina puede
ser descrito como un compuesto organico-inorganico, composite, con

propiedades magnéticas y electrocataliticas.

8. Los resultados de las medidas, realizadas por STM y AFM, sobre estas
peliculas de eumelanina sometidas a crecientes tiempos de inmersion en
disoluciones de EDTANa,, mostraron que la eliminacion del hierro de la
pelicula, por complejacion con EDTA, tanto del que se encuentra en forma de
oxidos como del enlazado al material organico, afecta drasticamente al

contenido en material conductor o semiconductor de la pelicula.

En este sentido, el hecho de que el hierro pueda ser extraido de la pelicula
sin que ésta sufra alteraciones significativas, mas alla de un ligero aumento en
las dimensiones de las particulas, coincide con lo que ya se habia apuntado en
la bibliografia para la eumelanina natural. Es decir, resulta razonable suponer la
existencia en la pelicula de una serie de canales que permitiria el flujo de iones
hierro a través de la misma sin que su estructura se vea notablemente

afectada.

9. La voltametria ciclica y las imdgenes STM y AFM obtenidas a partir de
peliculas de eumelanina crecidas en disoluciones de eumelanina en NaOH 0,1
M que también contenian EDTANa, mostraron que la formacion en la
disolucién de trabajo de un complejo tan estable como es el Fe(ll)-EDTA
dificulta enormemente la electroadsorcion de la eumelanina sobre el sustrato

de Au(111). Por tanto, el hierro desempefia un papel fundamental para el
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ensamblado de estas peliculas de eumelanina.

10. Como se ha dicho, las unidades de melanina de menor tamafio, detectadas
en las primeras etapas de adsorcion, exhiben tamafios similares a las de los
tetrameros IMIM e IHHH y a pequefios oligobmeros formados a partir de los
anteriores. Los calculos de DFT mostraron que la estructura 1 de los
tetrAmeros esta involucrada en el proceso de quimisorcién por medio de sus
orbitales frontera (HOMO y LUMO). Este hecho se refleja en los cambios

producidos en ciertos enlaces intramoleculares.

Las peliculas de melanina muestran una buena conductancia molecular
debido a la presencia de estados localizados en el nivel de Fermi. En el caso
de peliculas mas gruesas se observa un comportamiento tipico de

semiconductor con una separacion HOMO-LUMO de aproximadamente 1 eV.

11. La combinacion de una fuente de radiacion electromagnética con las
capacidades de obtencién de imagenes y de caracterizacion electronica de la
microscopia de efecto tunel, proporcionan un método adecuado para la
determinaciéon de propiedades Optico-electronicas de las peliculas de
eumelanina. Asi, es posible detectar aumentos significativos de las corrientes
tunel tras irradiar la superficie de dichas peliculas semiconductoras. Los valores
de corriente foto-inducida tras irradiacion de las peliculas de eumelanina son
mucho mayores que los que se registraron para el Au(111). La magnitud de la
respuesta de corriente tanel tras pulso del flash, es significativamente
dependiente de la polaridad del potencial bias aplicado, si bien resulta
independiente de su valor absoluto. Es decir, para potenciales negativos (los
electrones atraviesan la barrera tunel desde la muestra hacia la punta), los
valores de corriente foto-inducidas son notablemente superiores a los que se
han registrado para potenciales positivos del mismo valor absoluto (en este
caso, los electrones cruzan desde la punta hacia la muestra). Este hecho
confirma la contribucion a la corriente tunel de electrones foto-excitados, es

decir, foto-conductividad.
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V.1.2 HOPG

1. En general se ha demostrado que es posible implementar significativamente
la reactividad quimica de la superficie del grafito mediante la electrodeposicion
de melanina. Tales depdsitos son estables y activos electroquimicamente en
una amplia ventana de potenciales y de pH. Con objeto de sintetizar las
peliculas, los sustratos de HOPG fueron sometidos a polarizacion catédica de
-1,0 V en soluciones 0,3 g L™ de eumelanina sintética en NaOH 0,1 M,
diferentes tiempos de adsorcion, en una celda electroquimica de tres
electrodos. Dicha celda fue disefiada de tal forma que soélo permitiera la
exposicion del plano basal del HOPG a la solucion electrolitica. De esta forma
se obtuvieron peliculas de eumelanina nanoestructuradas sobre el electrodo de
HOPG.

2. Las imagenes AFM mostraron la formacion de un electrodepésito granular
que, gradualmente, cubre la superficie del HOPG. El proceso de deposicion
comienza en los escalones y defectos del grafito basal con la formacién de
pequefias particulas de entre 8-18 nm de ancho por 1 nm de alto. Para tiempos
de adsorcion superiores a las 2 horas, las particulas comienzan a agregarse
formando grandes islas ramificadas que, finalmente, colapsan. Después de 24
horas de polarizacion, la pelicula practicamente cubre toda la superficie del
HOPG alcanzandose alturas entre 3 y 10 nm. Incluso pueden observarse en
estas peliculas de gran espesor, unas cuantas particulas con tamafios de talla

micromeétrica.

3. Los espectros XPS, realizados en peliculas de tiempos de adsorcion
crecientes, demostraron que el incremento en el tiempo de adsorcion da como
resultado un aumento en la sefial N 1s indicando que el sustrato se va
cubriendo progresivamente por el biopolimero. En contraste a lo observado
para 100 minutos y 4 h, la pelicula de 24 h exhibié una fuerte sefal Fe 2p que

indica la incorporacion de una cantidad notable de especies de hierro oxidado.

Por tanto, tras una inicial modificacion de la superficie del HOPG por el

polimero, grandes cantidades de hierro quedan atrapadas en la pelicula de

eumelanina.
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4. La presencia de particulas ricas en 6xidos de hierro en las peliculas de
melanina de tiempos de adsorcién grandes se verifico por SEM y EDAX. El
analisis por EDX de los granulos presentes en peliculas de 24 h mostré fuertes
sefales de Fe y O indicando, por tanto, que corresponden a especies de 6xidos
de Fe.

5. Las espectroscopias XANES y EXAFS nos permitieron obtener informacién
acerca de los estados de oxidacion y la simetria de las especies de Fe

presentes en las peliculas.

Los experimentos EXAFS que permiten establecer la estructura del ambiente
circundante a los iones de Fe en la eumelanina establecieron que el i6n Fe(lll)
se presenta en una estructura octaédrica distorsionada proxima al Fe(lll) en la
hematita. Dos pares de los oxigenos forman parte de sendas estructuras tipo
quinona mientras que el par de oxigenos restantes, fuera del plano

determinado por las dos quinonas, se atribuyen a la hidratacién de la muestra.

En general, se pudo concluir que, en nuestras peliculas de eumelanina,
existen dos componentes: nanoparticulas ricas en especies de oxidos de Fe
tipo Fes04y nanoparticulas de melanina que contienen iones Fe*® enlazado a

oxigenos tipo o-quinona en configuracion octaédrica.

6. La MFM mostré la existencia, en zonas de terrazas amplias, de dominios
magnéticos, mas o menos globulares, de talla submicrométrica y que exhiben
signos de contraste de fase alternados. Es decir, positivos (interaccion punta-

muestra de tipo repulsiva) y negativos (interaccién atractiva).

Por su parte las grandes particulas identificadas por EDX como éxidos de Fe
exhibieron un contaste de fase magnético tipo dipolo que es caracteristico de
las particulas ferromagnéticas tipo magnetita.

7. Estas peliculas sobre HOPG resultaron ser estables y activas
electroquimicamente en una amplia ventana de potenciales y de pH. La pareja
de picos reversibles A’l/C’l pudo asociarse al par rédox quinona/ hidroquinona
por comparacion con peliculas de hidroguinona sobre HOPG.
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El significativo aumento de los picos AIl/Cl, Cll y CIIl con el tiempo de
adsorcion se debidé principalmente a la acumulacion de especies de Fe, es
decir, tanto del que se encuentra en forma de Oxidos de hierro como del que
esta coordinado a la melanina, tal y como se desprende de los datos de XPS 'y
de los voltamogramas registrados para multicapas de hidroxido ferroso.

8. Las peliculas de melanina sobre HOPG se mostraron capaces de atrapar
iones Cu desplazando asi al Fe. De hecho, se ha descrito que el Cu*?y el Fe*?
se coordinan a los grupos catecol en las melaninas y que las constantes de

afinidad de los complejos melanina-Cu son superiores a los de melanina-Fe.

9. Dada la capacidad de las melaninas para amortiguar la actividad de algunos
productos oxidantes en medios celulares, se decidié estudiar la respuesta
electroquimica de las peliculas de melanina, de Q/HQ y del propio HOPG en

presencia de O, y H,0,.

La preonda que aparece en todos los sistemas a -0,5 V pudo ser asignada a
la actividad catalitica de grupos quinona frente a la reduccion de oxigeno a

peréxido a través del radical semiquinona.

La segunda onda, fuertemente presente en la melanina, corresponderia a la
reduccion del perdoxido a radicales e iones hidroxilo catalizada por el sistema
Fe-melanina, como se desprende de la comparacién con voltamogramas

obtenidos en presencia de peroxido de hidrégeno.

Si bien es cierto que la electrorreduccion del perdxido de hidrogeno en el
sistema hierro-melanina se desplaza hasta los -0,75 V, el carbén ofrece la
ventaja de ser mucho mas barato que el Au y ser un material altamente

biocompatible.

10. Nuestros resultados demuestran que el electrodepésito granular de
melanina-hierro reduce el sobrepotencial para la electrorreduccion de oxigeno y
peréxido de hidrégeno a agua, produciendo asi especies radicalarias
oxigenadas en el transcurso de la reaccion, al tiempo que aumentan el area
superficial activa con respecto al plano basal del HOPG. De esta forma, los

granulos de melanina ricos en hierro serian capaces de acoplar la reduccion de
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oxigeno a la peroxidacion lipidica. Por tanto, el estudio electroquimico de estas
peliculas proporciona nuevas evidencias para entender mejor el efecto

neurotoxico del sistema melanina-hierro.
V.1.3. AuNPs adsorbidas HOPG

1. La sintesis de NPs metalicas con recubrimientos biorganicos de Fe es
interesante toda vez que confieren biocompatibilidad a las NPs y permite que
éstas sean guiadas hasta objetivos especificos por aplicacion de un campo
magnético. En este sentido, se han modificado electroquimicamente AuNPs

recubiertas de nonanotiol, NT, con el sistema Fe-melanina.
La estrategia fue la siguiente:

)] Inmovilizacion de AuNPs-NT en HOPG tras 24 h de inmersion de

éste en solucion en hexano de NPs
i) Deposicidn electroquimica potencioestatica del sistema Fe-melanina

i) Electrodesorcion reductiva del tiol que libera las AuNPs modificadas

al medio electrolitico de donde pueden ser extraidas en hexano

2. Los espectros XPS de las AuNPs modificadas mostraron las sefiales de Au y
de S, y también las de Fe y N indicando asi que las NPs han sido modificadas

con el composite organico-inorganico.

La respuesta voltamétrica tras la modificacion exhibié un perfil similar al que

se ha mostrado para el sistema Fe-melanina sobre Au(111).

Las medidas de SAXS demostraron que, tras la modificacién, el diametro de

particula pasa de 2,7 nm a cerca de 7 nm.

3. Si con anterioridad a llevar a cabo el electrodepdsito de melanina, se
electrodesorbe el recubrimiento de tiol de las AuNPs, algunas se liberaban a la
solucion mientras que el resto, en torno al 10 %, permanecian sobre la
superficie del plano basal del HOPG formando islas. Tales islas de AuNPs
sobre HOPG fueron posteriormente modificadas con el sistema melanina-

hierro.
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Los espectros XPS mostraron las sefales de Au, Fe y N, confirmando que

las AUNPs se han modificado exitosamente con el biopolimero.

4. Las im&genes de AFM y STM, tomadas antes y después de la
electrodeposicion, demostraron que las islas de AuNPs se habian recubierto

con una pelicula de melanina-hierro de, aproximadamente, 1nm de espesor.

5. En cuanto a la actividad electroquimica de las AUNPs sobre HOPG, se debe
comentar que, tras la electrodesorcion reductiva del tiol, el voltamograma
exhibio caracteristicas propias de los sustratos de Au como son la formacién
(A) y electrorreduccion (C) de la monocapa de oOxido de Au (AuO) que

permanecieron sin alteracién alguna tras ciclar repetidas veces.

Tras la modificacién con el sistema melanina-hierro, el voltamograma mostro
procesos rédox similares a los que se han podido detectar en el caso de
peliculas de melanina preparadas de igual forma sobre Au(11l) y que
corresponden a procesos rédox relacionados con los pares rédox quinona/

semiquinona/ hidroquinona y Fe(lll)/ Fe(ll).

6. Por ultimo, se ha evaluado la actividad electrocatalitica de estas AuNPs
modificadas con melanina frente a H,O,. La presencia de las AUNPs hace de la
inerte superficie del HOPG un sustrato mas activo electroquimicamente y
ademas resultan apreciablemente mas activas frente a la electrorreduccién de
H.O, que la superficie del Au(111). Por su parte, las AuNPs recubiertas de
melanina exhibieron la mejor actividad electrocatalitica, con el pico de
reducciéon de H,O, a -0,80 V y, ademas, la mayor densidad de corriente,
mediada por los procesos rédox que implican los pares rédox quinona/

semiquinona/ hidroquinona y Fe(ll1)/ Fe(ll).

Adicionalmente el recubrimiento de hierro-melanina consiguié mejorar las
prestaciones frente a HER en relacién a las ofrecidas por los otros sustratos sin
modificar. De forma anéloga a lo que ocurre en el caso de las porfirinas de
hierro, la actividad catalitica apreciada en los depositos de hierro-melanina
implica la reduccion de agua a H, y grupos hidroxilo asi como la

correspondiente oxidacion de Fe(0)-melanina a Fe(ll)-melanina
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V.2. PERSPECTIVAS FUTURAS

Baséndonos en los resultados presentados en esta memoria, se pretende,
en un futuro inmediato abordar una gran variedad de posibles
experiencias, algunas actualmente en estudio o aun por desarrollar, entre las

que destacan las que se citan a continuacion:

1. En los ultimos tiempos hemos podido adaptar de forma exitosa el método
desarrollado por nuestro grupo para el crecimiento potencioestatico de
melanina sobre sustratos tales como Au(111) y HOPG! a la formacién de
peliculas de este biopolimero sobre AuNPs recubiertas o no de monocapas
autoensambladas de alcanotioles con diferente longitud de cadena,
fundamentalmente Cg y Ci,,°> previamente adsorbidas sobre HOPG. La
comparacion e interpretacion de los resultados asi obtenidos ponen de

manifiesto una serie de cuestiones que deben ser tenidas en cuenta:

e Elratio de especies oxo-hidroxidos de hierro/ particulas de melanina que
contienen iones Fe(lll) presentes en las peliculas y, por tanto, su
actividad electroquimica/electrocatalitica dependen drasticamente de las
caracteristicas del sustrato elegido.

e El método de deposicion electroquimico no sélo induce un significativo
enriguecimiento en especies de hierro sino que ademas permite
seleccionar, de forma controlada y dependiendo del sustrato elegido,

ciertos oligdbmeros de melanina.

De forma andloga a los trabajos recientemente publicados por diferentes
grupos de investigacion en los que se funcionalizan electrodos de HOPG
mediante la reduccién de sales de diazonio,® obteniéndose asi superficies
modificadas terminadas en grupos aminados donde pueden fijarse distintos
aniones metalicos, se pretende llevar a cabo la sintesis electroquimica de
AuNPs y/o PtNPs cuyas dimensiones puedan ser rigurosamente controladas
por estrategias de nucleacion y crecimiento donde nuestro grupo posee una

dilatada experiencia.*

A tal fin el HOPG es modificado quimicamente mediante la reduccién,

guimica o electroquimica, de sales de diazonio en el medio adecuado lo que
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deja la superficie cubierta, en una primera fase, de grupos nitro. Tales grupos
son posteriormente reducidos quimicamente con sales de estafio a grupos
amino. Entonces resulta posible fijar electrostaticamente en la superficie
modificada del HOPG aniones tales como AuCl, o PtCl,’, por simple inmersion
en disoluciones de sus sales, y que son a continuacion reducidas a
nanoparticulas metalicas con algun agente reductor como borohidruro sodico.
Posteriormente se hacen crecer bien por repeticion del ciclo de inmersion-

reduccion quimica o electroquimica, obteniéndose asi la superficie deseada.

La posibilidad de disponer de nanoparticulas metalicas ancladas a la
superficie a través de la fuerte interaccion amino-metal en un entorno menos
hidréfobo e inerte quimicamente que el del HOPG de partida, junto al hecho de
gque no se requiere para su sintesis del uso de estabilizadores (tioles,
dendrimeros, micelas, citrato, etc.) que puedan inhibir sus propiedades
cataliticas y afectar tanto a la cinética como a la composicion quimica del
depésito de melanina, ofrecen la posibilidad de disponer, variando las
dimensiones de las AuNPs y el tiempo de deposicion (espesor) de la capa de
melanina, de un electrodo basado en AuNPs con, presumiblemente, una mayor
presencia de especies de Oxidos Fe con respecto a los sistemas con base

HOPG que hemos sintetizado hasta la fecha.'®?"

Se pretende, por tanto, evaluar la actividad electrocatalitica de tales
sistemas frente a la reduccién de oxigeno y de perdxido de hidrogeno en
medios neutros y alcalinos, donde las peliculas de melanina se han mostrado
especialmente activas, de cara a su posible uso en el disefio de catodos para
celdas de combustibles para los que ya se han reportado sistemas basados en
N/C° y Fe/N/C® y biosensores electroquimicos, respectivamente. En este
sentido, resulta igualmente interesante estudiar la reaccién de oxidacion de CO
en funcién de las dimensiones de las AuNPs y la corona (Shell) de especies de

6xidos de Fe.’

Por otro lado existen en la bibliografia diferentes trabajos que recogen la
actividad electrocatalitica de complejos azamacrociclos de Fe(lll) en porfirinas,
ftalocianinas, hemoglobina, etc., y de electrodos basados en 6xidos de Fe®°

frente a la reduccion de iones NO;". Asi, parece légico estudiar la respuesta
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electroguimica frente a esta reaccion tanto con estas AUNPs modificadas con el
sistema hierro-melanina como con las resultantes de incorporar iones Cu(ll) a
la pelicula® con la intencién de exaltar la actividad electrocatalitica del

sistema.!?

Otra aplicacion de interés para este sistema radica en su capacidad para
poder ser utilizado en separaciones analiticas toda vez que se ha demostrado
que, por deposicidn electroquimica, se seleccionan determinadas fracciones
del biopolimero como se ha determinado por espectroscopia XPS.? De igual
forma, estos electrodos pueden usarse, teniendo en cuenta que en las primeras
etapas de formacion de las peliculas se seleccionan los oligdbmeros de menor
tamafio que son, por tanto, el resultado de las primeras reacciones de
agregacion de mondomeros, para establecer el ratio de los monémeros béasicos

DHI/DHICA en la protomelanina.**

Estos estudios adquieren especial relevancia desde el punto de vista de la
produccién de nanoparticulas metélicas con forma y dimensién controladas con
recubrimientos biorganicos biocompatibles con propiedades magnéticas que
permitan que éstas puedan ser guiadas hacia objetivos especificos con vistas a
sus posibles aplicaciones biomédicas. Ademas, desde el punto de vista de su
aplicacién como biosensores o, segun sea, como anodos o como catodos en
bioceldas de combustible, resultan de mayor eficiencia y de menor costo que
los correspondientes monocristales de Au(111) modificados con melanina. Por
otro lado, el estudio de estos sistemas constituye el punto de partida para la
ulterior aplicacion de esta estrategia de modificacion de sistemas tipo grafeno
con AuNPs y melanina a la sintesis de materiales electrodicos basados en

nanotubos de carbono.

2. Otra aplicacion de interés para este sistema radica en su capacidad para
poder ser utilizado como sustrato para la inmovilizacion de enzimas del tipo
glucosa oxidasa (GOD) con objeto de disefiar y caracterizar un nuevo
biosensor electroquimico que pueda ser empleado para monitorizar la cantidad
de glucosa en sangre con vistas al tratamiento y control de la diabetes. Como
se sabe, esta enzima cataliza la transferencia electrénica entre glucosa y

oxigeno dando lugar a la produccion de perdoxido de hidrégeno. Por tanto, la
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cantidad de glucosa puede ser univocamente cuantificada a partir de la
deteccidn electroquimica potencioestatica del peréxido de hidrégeno liberado
en la reaccion enzimatica. En este sentido, la presencia de nanoparticulas de
metales nobles como Pt u Au'? asi como del composite hierro-melanina debe,
presumiblemente, contribuir a rebajar significativamente el sobrepotencial para
la electrorreduccion del peréxido de hidrégeno.’®?* Ademas se ha reportado
que la presencia de biopolimeros tipo melanina contribuye no solo a fijar la
GOD en la superficie del electrodo sino que también actian a modo de barrera
evitando la interferencia del &cido ascérbico y del acido drico, compuestos

presentes habitualmente en la sangre.™
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ADN
AFM
AES
AM-AFM
CCD
CE
CNT
DHI
DHICA
DFT
DOPA
DT
ECS
EDX
ENH
EPG
EPR
ESR
EXAFS
FM-AFM
FS
FTIR
GEPS
GGA
HER
HOMO
HOPG

APENDICE
ABREVIATURAS, SIGLAS Y ACRONIMOS

Acido Desoxirribonucleico

Atomic Force Microscopy

Auger Electron Spectroscopy

Amplitude Modulation Atomic Force Microscopy
Charge Coupled Device

Contraelectrodo

Carbon Nanotube

5,6-dihidroxiindol
5,6-dihidroxiindol-2-acido carboxilico
Density Functional Theory
3,4-hidroxifenilalanina

Dodecanotiol

Electrodo de Calomelano Saturado
Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy
Electrodo Normal de Hidrégeno

Edge Pyrolytic Graphite

Electron Paramagnetic Resonance
Electron Spin Resonance

Extended X-ray Absorption Fine Structure
Frequency Modulation Atomic Force Microscopy
Force Spectroscopy

Fourier Transform Infrared Spectroscopy
General Purpose Electrochemical System
Generalized Gradient Approximation
Hydrogen Evolution Reaction

Highest Occupied Molecular Orbital
Highly Ordered Pyrolytic Graphite
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Abreviaturas, Siglas y Acronimos

HQ Hidroquinona

HRTEM High-Resolution Transmission Electron Microscopy
IHHH tetramero formado por las unidades 1Q-HQ-HQ-HQ
IQ Indol quinona

IMIM tetramero formado por las unidades 1Q-SQ-SQ-HQ
IQ Imina Quinona

IR Infrarrojo

ITO Indium Tin Oxide

LDOS Local Density of States

LUMO Lowest Unoccupied Molecular Orbital

MFM Microscopia de Fuerzas Magnéticas

MNP Magnetite Nanopatrticle

NIR Near Infrared

NM Neuromelanina

NP Nanoparticula

NT Nonanotiol

OCP Open circuit Potential

OER Oxygen Evolution Reaction

ORR Oxygen Reduction Reaction

PBS Phosphate Buffered Saline

PDOS Projected Density of Sates

PSD Power Spectral Density

PW91 Perdew 91

Ql quinona imina

RE Reference electrode

SAXS Small-Angle X-ray Scattering

SCAM Scanning Capacitance Microscope

SECM Scanning Electrochemical Microscopy

SEM Scanning Electron Microscope
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SNTM Scanning Thermal Microscope

SPM Scanning Probe Microscope

SPMNP Nanoparticula superparamagnética

SQ Semiquinona

SQUID Superconducting Quantum Interference Device
STM Scanning Tunneling Microscope

STS Scanning Tunneling Spectroscopy

TAPP Tetrakis-5,10,15,20-(4-aminophenyl)porphyrin)

TAUNP Thiolated Au Nanopatrticle

TEM Transmission Electron Microscope
TEY Total Electron Yield

uv Ultravioleta

vdw van der Waals

VIS Visible

VSM Vibrating Sample Magnetometer
WAXS Wide angle X-ray Scattering

WE Working Electrode

XANES X-ray Absorption Near Edge Structure

XAS X-ray Absorption Spectroscopy
XPS X-ray Photoelectron Spectroscopy
ZCP Zero Charge Potential
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