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1.1 Objetivos

El estudio de las adsorciones y co-adsorciones de las bases del ADN sobre superficies
electrodicas solidas viene siendo en los dltimos afios un tema de gran interés en la rama
de la electroquimica debido a que las interfases electrificadas creadas entre un electrodo
sOlido y una disolucién pueden considerarse en muchos aspectos como sistemas
miméticos de las interfases bioldgicas y, en consecuencia, el estudio de las interfases
electrodicas puede ser de ayuda para entender muchos de los comportamientos y
propiedades de las interfases biolégicas y muy especialmente la influencia de los
campos eléctricos. Asi, por ejemplo, las cuatro bases del ADN son componentes
indispensables en los procesos de replicacion y de transcripcion de la informacion
genética desde el ADN a las proteinas. Si estos procesos genéticos implican
interacciones con las interfases bioldgicas cabe esperar que puedan afectar a su
comportamiento electrodico interfacial. Ademads, los estudios acerca de la adsorcion de
bases del ADN sobre electrodos sdlidos tienen interés por sus posibles aplicaciones
biotecnoldgicas ya que estos sistemas pueden ser utilizados como biosensores o como

plataformas para la liberacién de farmacos.

Especial interés merece el estudio de las propiedades acido-base y a los equilibrios
tautoméricos de las bases del ADN, ya que se ha demostrado que el pH del medio juega
papeles fundamentales tanto en la formaciéon de puentes de hidrégeno entre bases
complementarias como en la formacién de tautomeros inestables, lo que puedes dar
lugar a pares ‘“raros” del ADN y esto originar mutaciones responsables de muchas
enfermedades tales como el Parkinson o el Cancer.! El pH del medio puede favorecer
unas estructuras respecto a otras de las bases del ADN en disolucién, pero, ademas, la
adsorcion en la interfase electrédica de cada una de las estructuras puede ser diferente y

condicionar las interacciones entre bases.

Los estudios de adsorcién y co-adsorcion de las bases del ADN han sufrido un gran
impulso debido a los avances notables de tipo metodoldgico que estan teniendo lugar
durante las dos dltimas décadas: se trata, por ejemplo, de la introducciéon de sustratos
electrodicos monocristalinos, de estructuras superficiales bien definidas o el uso de
técnicas espectro-electroquimicas y nanoscopicas que permiten obtener informacién
microscopica acerca de la pelicula adsorbida, bajo control del potencial eléctrico. El

andlisis termodindmico detallado de la adsorcidén en electrodos sélidos ha permitido
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cuantificar parametros importantes como los excesos superficiales, las energias libres de
Gibbs, las energias de adsorcion o la presencia de transiciones de fase.>® La
informacion termodindmica sobre la adsorcion ademds puede complementarse con
técnicas de microscopia superficial que ofrecen resolucidén a nivel molecular, como la
microscopia de efecto tinel (STM), permitiendo obtener informacién sobre la
organizacion de las moléculas sobre la superficie electrodica. La técnica de
espectroscopia superficial de infrarrojos ha resultado ser altamente versatil y ha
permitido obtener informacidn sobre los puntos de anclajes de 1a molécula a electrodos,
ademas de la orientacion del plano molecular con respecto a la superficie del electrodo.
Estos hechos han convertido a esta técnica en una herramienta muy importante en la
caracterizacion de las interfases electrédicas que contienen adsorbidas especies de
interés biologico. Ademas, el desarrollo de microscopias de sonda de barrido “in-situ” y
espectroscopias Opticas al igual que la técnica de rayos X han contribuido de manera
importante al rdpido crecimiento en este campo de la electroquimica de superficies e

interfases.

La tesis se encuadra en este campo y en ella se pretende avanzar en la comprension a
escala molecular de algunos de los procesos biolégicos de tipo electroquimico relativos
a las bases del ADN. Concretamente, se trata de estudiar sus adsorciones y co-
adsorciones, asi como las interacciones entre ellas en las interfases organizadas de
electrodos monocristalinos de oro o de peliculas de oro nanoestructuradas, en contacto
con disoluciones de electrolito. Para ello se utilizard una aproximacién novedosa que
combina los métodos electroquimicos con las distintas modalidades de la
espectroscopia en el infrarrojo in situ. Los sistemas que se van a tratar se han elegido en

dos niveles de aproximacion a los sistemas vivos:

v Por una parte se formaran estructuras moleculares de las bases constituyentes del
ADN individualmente y con su base complementaria sobre electrodos
monocristalinos de oro, partiendo de las especies en disolucion del electrolito,
mediante el control electroquimico del potencial eléctrico. Una vez que se hayan
establecido las condiciones electroquimicas de trabajo con medidas de
voltametria ciclica y/o capacidad diferencial se ampliardn los estudios mas
microscopicos utilizando las técnicas in situ espectro-electroquimicas en el IR,
tanto las de reflexion externa (SNIFTIRS, Subtractively Normalised Interfacial
Fourier Transform Infra Red Spectroscopy) como las de reflexion interna (ATR-
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SEIRAS, Attenuated Total Reflection Surface Enhanced Infrared Absorption
Spectroscopy) En este ultimo caso se requiere el uso de electrodos de oro
nanoestructurados que favorezcan la reflexion interna y activen la
intensificacion superficial de las sefiales espectroscopicas. Se pretende asi
obtener informacion de la orientacion del compuesto organico en la interfase y
de las posibles interacciones intermoleculares entre compuestos de igual o
distinta naturaleza. En algunos casos se estudiard también la cinética de la
adsorcién que, al ser relativamente rapida, requiere el uso de la técnica menos
convencional de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS,
Electrochemical Impedance Spectroscopy).

Por otra parte, se realizard una aproximacion mayor a las interfases bioldgicas
mediante el estudio de electrodos recubiertos de peliculas de fosfolipidos
modificadas con las moléculas organicas de interés. Como sistema modelo se ha
elegido un nucleolipido comercial que contiene el grupo citosina y como
cadenas lipidicas las del fosfolipido (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina). En
este caso, la preparacion de las estructuras superficiales requiere de un
procedimiento diferente, ya que el nucleolipido no es soluble en disolucién. Se
recurre a la preparacion de las peliculas anfifilicas en la interfase gas | disolucioén
de la balanza de Langmuir, desde la que se realizan transferencias (de Langmuir-
Blodgett y/o de Langmuir-Schaefer) a la superficie de los electrodos
monocristalinos de oro. La caracterizacion electroquimica de las peliculas
soportadas sobre oro se realiza mediante la voltametria ciclica, las medidas de
capacidad diferencial y las de densidades de carga. Una vez determinados los
limites de potencial que garantizan la estabilidad de las peliculas adsorbidas, se
llevan a cabo los estudios espectro-electroquimicos en el IR, que requieren otra
metodologia distinta, la técnica de infrarrojos de PM-IRRAS (Polarization
Modulated InfraRed Reflection Absortion Spectroscopy). El motivo estd en la
dificultad de obtener las sefales de referencia para la absorbancia, con el
electrodo sin recubrir, por lo que es preciso recurrir a modular la polarizacién de
la radiacién infrarroja (IR) para obtener el espectro de referencia. Se pretende asi
obtener informacién sobre las conformaciones y las orientaciones de las
peliculas en funcion del potencial aplicado y el posible efecto de la presencia de

la base complementaria (en este caso la guanina) en disolucién, con vistas a la
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posible aplicacion posterior de las peliculas para formar plataformas para

reconocimiento molecular y/o para la liberacion de medicamentos.
1.2 Estructura de la tesis

En funcién de los objetivos, la tesis se ha estructurado conforme a dos partes: La
primera de ellas dedicada a las adsorciones y co-adsorciones de las cuatro bases del
ADN sobre electrodos de oro, y la segunda a la formacién y caracterizaciéon de
monocapas y bicapas del nucleolipido de citidina (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina)
sobre electrodos de oro. En el capitulo de Introduccién En el capitulo I se hace una
introduccion general de esta tesis, de sus objetivos y su estructura. Asimismo, se
muestran los antecedentes bibliograficos acerca de las cuatro bases del ADN: sus
propiedades 4cido base, sus equilibrios tautoméricos asi como sus adsorciones y co-

adsorciones sobre electrodos de oro.

La primera parte comprende los capitulos II al V. En el capitulo II, se detallan los
fundamentos tedricos de las técnicas de infrarrojos sobre superficies electrodicas
utilizadas en esta tesis; tanto para la primera como para la segunda parte, describiéndose
en profundidad las modalidades de reflexion externa e interna y la modalidad de
modulacién de la polarizacion. Ademds se hace una descripcidon de las técnicas
experimentales electroquimicas y espectroscOpicas empleadas en general o s6lo en la
primera parte de la tesis, ademas de los métodos utilizados en la presente tesis para
preparar depdsitos metalicos en capa fina, las células, reactivos y electrodos usados y
sus tratamientos o limpiezas previos antes de las medidas y asi como los métodos de
preparacion de membranas miméticas sobre electrodos sdlidos y medidas de isotermas

en la interfase gas | disolucion.

El capitulo III estad dedicado al estudio espectro-electroquimico de las adsorciones y
coadsorciones de las bases adenina y timina en funcién del pH (desde pH 1 a pH 12),
sobre electrodos de oro monocristalinos o nanoestructurados. Se han realizado
experimentos de transmision en disolucién, de reflexién externa “in-situ” sobre
electrodos monocristalinos de oro con la orientacidn cristalografica (111) en contacto
con disoluciones que contienen independientemente adenina o timina o mezcla de
ambas bases. Igualmente se han realizado espectros de espectroscopia de reflexion

interna, haciendo uso de la configuracion de Kretschmann, sobre -electrodos
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nanoestructurados de oro en disoluciones de H>O y D>O. Los resultados se discuten
sobre la base de los datos obtenidos previamente por el grupo de investigacién acerca de
la adenina a otros valores de pHs del medio y de los resultados de célculos teéricos DFT
(Teoria Funcional de Densidad), que se han realizado también en esta tesis, asi como
otros datos tedricos de la bibliografia. De esta manera, en lo que respecta a la adenina se
ha podido determinar el segundo pK. de la misma en estado adsorbido y se ha propuesto
un modelo de adsorcién para la forma anidénica de la adenina. En lo que respecta a la
timina, se ha concluido que la adsorcién va acompaiada de la desprotonacién de la
molécula neutra, a todos los valores de pH estudiados, pero la preponderancia de las
distintas formas tautoméricas de la timina aniénica adsorbida depende, en gran medida,
del valor del pH del medio. Finalmente se han analizado las co-adsorciones de ambas

bases en funcién del pH del medio.

En el capitulo IV se presenta el estudio cinético de la adsorcion de adenina sobre
electrodos de Au(111) en funciéon del pH a los distintos potenciales de adsorcion,
mediante el andlisis de la dispersion de los datos de impedancia con la frecuencia. Los
resultados obtenidos en medios neutro y basico se han analizado utilizando un modelo
descrito previamente en la bibliografia,*> sin embargo, para analizar los resultados en
medio 4cido se han tenido que deducir las ecuaciones de impedancia para el caso de un
proceso de adsorcidén que implica una etapa quimica de desprotonacién homogénea
previa. Del andlisis de los datos de impedancia con la frecuencia se han obtenido los
valores de resistencia de adsorcion (Raq), coeficiente de Warburg (c.4) y capacidad (Caq)
del proceso de adsorcidn a cada potencial de adsorcidn, que se discuten en funcion de la
especie adsorbida a cada pH y la dependencia de la adsorcion con el potencial eléctrico.
En el caso de la adsorciéon en medio 4cido se ha podido determinar, ademés, la
constante de equilibrio de la etapa de desprotonacion, pKai, en las proximidades de la

superficie electrddica.

El capitulo V contiene un estudio espectroelectroquimico de la adsorcion y la co-
adsorcién de la guanina y de la citosina en funcién del pH, conforme a las mismas
pautas metodoldgicas que en el capitulo IV, para la adenina y la timina. Los resultados
de la adsorciéon sobre electrodos Au(l111) dependen del estado reconstruido o no
reconstruido de la superficie electrddica y de los valores del pH del medio. Las medidas

espectro-electroquimicas en el infrarrojos de reflexién interna sobre -electrodos
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nanoestructurados de oro han resultado particularmente interesantes para analizar las

coadsorciones de ambas bases.

La segunda parte comprende el capitulos VI y esta dedicado al estudio de las peliculas
del nucleolipido de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina, que contiene la molécula de la
base citosina, la preparacion y caracterizacion de monocapas y de bicapas soportadas en
electrodos de oro, Au(111), asi como las interacciones de la citosina de las peliculas con
guanina en disolucién. La primera parte del capitulo se dedica a las monocapas del
nucleolipido y la segunda a las bicapas formadas por el nucleolipido y un tiol que se une
al electrodo de oro por el &tomo de azufre para formar una de las monocapas de la
bicapa lipidica soportada sobre el electrodo. Las monocapas y bicapas se han
caracterizado electroquimicamente mediante voltametria ciclica, medidas de capacidad
diferencial y de densidad de carga, con las que se han delimitado las regiones de
potenciales en los que las peliculas son estables. La caracterizaciéon estructural se
discute sobre la base de los datos espectro-electroquimicos de infrarrojos obtenidos
mediante la técnica de PM-IRRAS (Polarization Modulated InfraRed Reflection
Absortion Spectroscopy). Las medidas han permitido determinar la conformacién y la
orientacion de las monocapas y bicapas respecto al electrodo en funcién del potencial
aplicado y la influencia que sobre dichas conformaciones ejerce la presencia de la

molécula de guanina en disolucién.

Finalmente en el capitulo VII se enumeran las conclusiones generales mas importantes

obtenidas.
1.3 Antecedentes

La adenina (A), timina (T), guanina (G) y citosina (C) son cuatro bases nitrogenadas
heterociclicas constituyentes indispensables del ADN, de cofactores y de ciertas
moléculas sefializadoras, tales como el ATP.%’ que modulan las funciones de las
proteinas ademas de jugar papeles fundamentales en la expresion del material genético,
ademas de participar en diferentes funciones del metabolismo celular.® En funcién de su
estructura se clasifican en dos grandes grupos; el primero formado por las bases puricas
adenina y guanina mientras que el segundo lo constituyen las bases pirimidinicas timina

y citosina como se muestra en la figura 1.1.
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H
Adenina (A) Timina (T)

Fig. 1.1 Estructura de las bases del ADN a) puricas; adenina y guanina y b) pirimidinicas; citosina y
timina
Los iones metdlicos también juegan un papel fundamental en ciertas funciones

bioldgicas en las que participa el ADN y el ARN como el ensamblado de las moléculas

de ARN o en la estabilizacion de la estructura terciaria del ADN.°

Dado la participacion de estas moléculas en equilibrios acido-base resulta interesante
estudiar su comportamiento en funcién del pH ya que en entornos bioldgicos bien

1,7 o influir en su

organizados puede originar diferentes interacciones con el meta
actividad bioldgica, por ejemplo, hay claras evidencias de que la triple hélice del ADN
se estabiliza en condiciones 4cidas de pH,'? lo que sugiere claramente que la
protonacion de estas bases puede ayudar a su estabilizacion. Ademas, se ha encontrado
que estos valores de pH pueden variar dependiendo de donde se localice la base dentro
de 1a cadena de ADN y ARN,!3 su proximidad a iones metilicos'* e incluso el estado de

oxidacién que presten las bases nitrogenadas.'>!”

Asi, en funcién del pH estos compuestos pueden presentarse en distintas formas;
neutra, protonada o desprotonada que a su vez pueden presentar diferentes formas
tautoméricas dependiendo de la posicion de protonacion/desprotonaciéon o los
equilibrios ceto/endlicos y/o imino/enamina. De forma general la configuracién enol se
obtiene por migraciéon de un 4dtomo de hidrégeno de un atomo en posicion alfa al
oxigeno del grupo carbonilo, mientras que la configuracién imino se obtiene por el
movimiento de un d&tomo de hidrégeno desde un 4tomo en alfa al nitr6geno de un grupo
enamina. Estos tautotdmeros “inestables” de las bases del ADN pueden dar lugar a la

formacion de pares complementarios incorrectos de bases del ADN, que
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estructuralmente son muy similares, en cuanto a nimero y posicion de puentes de
hidrégeno, a los pares naturales de bases complementarias.'® Sin embargo, suelen
contener informacidn genética incorrecta en el proceso de transcripcion del ADN y esto
se traduce en la aparicion de mutaciones espontaneas y enfermedades entre las que se
encuentran Cancer y el Parkinson."!” Debido a su importancia durante la tltima década
se han venido realizando numerosas investigaciones sobre los tautomeros aislados

utilizando técnicas espectroscopicas y calculos DFT?0-26

para analizar su estabilidad en
diferentes medios. Asi, por ejemplo, estudios tedricos han propuesto modelos en fase
gaseosa, en ambiente microhidratado y en fase acuosa, respectivamente.’’>° Se han
estudiado, ademds, diversos factores que favorecen la interaccién entre tautdomeros
(13 2 [13 2 b . 7z . 30 . .

normales” y “raros” tales como, las modificaciones quimicas,”™ las interacciones con

3132 y 1a carga neta®®, entre otros. Ademas, se ha encontrado que las

cationes metalicos,
moléculas de agua juegan un papel fundamental, ya que una molécula de agua puede
influir en la estabilidad de diferentes formas tautoméricas gracias a la formacién de
puentes de hidrégeno® reduciendo la barrera energética de interconversién entre

tautomeros.

La timina puede existir en disoluciéon dos formas quimicas fundamentales, neutra y
anidnica, relacionadas por un equilibrio acido-base con un valor de pKa. de 9.6 (figura

1.2). Esta descrito en la bibliografia que la forma neutra se ha encontrado en fase

34,35 36-39

gaseosa,’? en matrices de gas inerte y en estado solido cristalino mientras que la

forma aniénica se ha encontrado en complejos metdlicos de sales alcalinas*®*? y
adsorbidas sobre las superficies electrédicas.**** Estas moléculas poseen grupos
funcionales propicios a dar tautomeria de tipo ceto-endlica o imina-enamina lo que
proporciona la posibilidad de diversas formas tautoméricas. Sin embargo, se ha
confirmado que la molécula neutra solamente existe en su forma diceto, mientras que la
forma anidnica puede presentar dos formas tautoméricas posibles: bien desprotonada en
N en la que la deslocalizacion de la carga electronica m del anillo aromatico tiene lugar

entre los grupos [O=C>=N;=C¢=Cs=C4=0], o bien en Ni3 en cuyo caso esta

deslocalizacion se da entre los grupos [O=C>=N3=C4=0] (Figura 1.2).
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Fig. 1.2 Comportamiento 4dcido-base de la timina

La otra base pirimidinica, la citosina, en disoluciones moderadamente 4cidas tiene
protonado el nitrégeno N3, mientras que son necesarias condiciones fuertemente
alcalinas para conseguir desprotonar el nitrégeno Ni, ya que posee dos valores de pKael

primero a 4.5 mientras que el segundo tiene lugar a 12.2.

NH, NH,
\ NH@ pkal_4 5 pkal 12 2 \ N
., 5 Sl W
N o
€]

Fig. 1.3 Comportamiento 4cido-base de la citosina

Al igual que en el caso de la timina, la citosina puede presentar distintas formas
tautoméricas (Figura 1.4) que estan proximas en energia y poseen barreras pequefias de
energia potencial que permiten que se interconviertan ficilmente unas en otras.?’
Estudios teéricos de DFT?#346 concluyen que en fase gaseosa la mis estable es la
forma C2b, seguida por las C1 y C3a. Los otros tautomeros son mas inestables ya que

presentan energias superiores.
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Fig. 1.4 Tautémeros més estables de la citosina

En disoluciones acuosas*’ la adenina presenta dos equilibrios 4cido-base; el primero de
ellos relacionado con la protonacion del nitrogeno piridinico en Ny con un pKa; de 4.2;
mientras que el segundo se relaciona con la pérdida de un protén imidazoélico en No y
presenta un pKa de 9.8 (Figura 5) Esto hace que la adenina en disolucién pueda
encontrarse en forma protonada (AdH4"), neutra (AdH3) y anidnica (AdHy)

dependiendo del valor del pH del medio.

NH, NH, NH,
</N ‘ N P 5 6\N pk,,=9.8 Nf\n
P o)

AdH,* AdH, AdHy

Fig. 1.5 Comportamiento 4cido-base de la adenina

Finalmente la guanina en disolucidén acuosa también participa en dos equilibrios acido-
base con valores de pKa de 4.2 y 9.5. De tal forma que al igual que en el caso de la
adenina en funcién del pH la molécula puede estar protonada, neutra o desprotonada

como se muestra en la figura 1.6.

Fig. 1.6 Comportamiento dcido-base de la guanina
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La guanina es la nucleobase con mayor nimero de formas tautoméricas, ya que puede
presentar tanto formas ceto/enol e imino/enamino (Ni{H-N3;H, N7H-NoH). Se han
realizado estudios y célculos tedricos acerca del tautomerismo de la forma neutra de la

guanina*®>?

que han puesto de manifiesto la presencia de cuatro tautdémeros mas
estables en fase gaseosa de menor energia relacionados con los equilibrios ceto/endlico

de acuerdo con la figura 1.7.

o OH
N N X
L1 — (0L
N N/ NH, N N/ NH,
Tautémero N, Tautémero NgH

o OH
LT — (1]
N NA

N NH, N NH,
Tautémero N, Tautémero N;H

Fig. 1.7 Tautémeros mas estables de la guanina neutra

Leonid Gorb y col.*” han encontrado que los tres tautdmeros més estables de la guanina
son N7, No y NoH y, que ademas, difieren mucho con la energia del tautomero N7H. Sin
embargo, en disolucion acuosa o disolventes polares la estabilidad es algo diferente
debido a los efectos de solvatacion que pueden influir en factores tales como el
momento dipolar de la molécula. En estas condiciones se ha encontrado que la forma
ceto predomina sobre la enol siendo el orden de estabilidad el siguiente:
No>N7>NoH>N7H. Ademas en disolucion acuosa se ha encontrado que existe una

mezcla de las dos formas ceto (Ng y N7). 4

Sin embargo los estudios de los tautdmeros de la guanina protonada o desprotonada en
disolucién acuosa son mdas escasos. Los tautdmeros mas estables de la guanina

desprotonada y protonada se muestran en las figuras 1.8 y 1.9 respectivamente.
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Fig. 1.8 Tautémeros mas estables de la guanina desprotonada

Se ha encontrado que para los tautémeros desprotonados de la guanina los que se
encuentran en su forma ceto también son mas estables que los que estian en forma

endlica.”>?
OH

ol “ oN Ny N “ N “
1 L <1ﬁ (1T
H H oN NH, H

N NH, H N NH, N é‘lH
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Fig. 1.9 Tautémeros mas estables de la guanina protonada

Segtn los estudios teedricos DFT el tautomero ceto protonado en N7 es el més estable
mientras que de nuevo los tautomeros en forma enol se ha encontrado que son los

menos estables.”?

Por otro lado estos compuestos tienen mucha facilidad para formar complejos con su
base complementaria uniéndose a través de puentes de hidrégeno en los que un atomo
actia de donador de un atomo de hidrégeno mientras otro lo hace de aceptor. Estas
interacciones son las responsables del reconocimiento molecular entre las bases
complementarias del ADN y ARN vy, en ultima instancia por tanto, del mantenimiento
del codigo genético. De acuerdo con la bibliografia existen actualmente dos modelos
que describen estas interacciones; el de Watson-Crick y el de Hoogsteen. El primero de

ellos fue descrito en 1953 por J.Watson y F.Crick y publicado en la revista Nature.>*
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Este tipo de interaccion es la que en principio se pensO que tenia lugar en el ADN y
ARN. Segun este modelo (Figura 1.10) el par adenina-timina se estabiliza por dos
puentes de hidrégeno ente los dtomos N;(A) < N3(T) y N1o(A) = 0,(T), mientras que
el par guanina-citosina lo hace a través de tres puentes de hidrégeno entre N;(G) —

N3(C), 06(G) « N4(C) y N2 (G) = 0,(0).

a) b)

o y—nN

H\ /N
N——Hmmn
N O\ HN /G N—HmuuuN/ \
( N\ C
/ A NI y—n

TN /_%

Fig. 1.10 Modelo de Watson-Crick de puentes de hidrégeno entre las bases complementarias; a) adenina

(A)-timina (T) y b) guanina (G)-citosina(C)

Por otro lado K. Hoogsteen®® fue el primero en confirmar experimentalmente la
capacidad de las nucleobases para formar pares de bases y determino la especificidad de
esta union segun la cual la adenina se une a la timina mientras que la guanina lo hace a
la citosina. Se han llevado a cabo experimentos en disoluciones mixtas que fueron
analizados con la técnica de difraccién de rayos X,>® encontrandose que la geometria de
las interacciones era diferente a la previamente descrita por Watson-Crick. Segun este
modelo ambos pares de bases complementarias quedan estabilizadas por dos puentes de
hidrégeno en el caso de la adenina-timina entre los atomos N;y(A4) = 04(T) y N, (A) «
N5 (T) mientras que en el caso de la guanina-citosina se da entre los atomos N,(C) —

06(G) y N1 (G) « N3(C) (Figura 1.11).
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Fig. 1.11 Modelo de Hoogsteen de puentes de hidrégeno entre las bases complementarias; a) adenina (A)-

timina (T) y b) guanina (G)-citosina(C)

Diversos estudios mecéanico-cuanticos han confirmado la capacidad de las bases
complementarias del ADN de formar complejos tanto en la geometria de Watson-Crick
como en la de Hoogsteen. Estos estudios concluyen que las uniones de tipo Hoogsteen
son mis estables,’’ aunque las diferencias estructurales entre ambos tipos de
interacciones son aun objeto de estudio en la actualidad. De hecho algunos articulos en
la bibliografia proponen actualmente que la unién entre bases complementarias en el
ARN3® y ADN" es de tipo Hoogsteen en vez de Watson-Crick como se venia pensando.
De hecho este tema también resulta de gran interés actualmente y muchos estudios
mecanico-cuanticos se centran en intentar aclarar las peculiaridades de la estructura y

organizacion de estas interacciones.

Las interacciones entre bases nitrogenadas pueden estar estabilizadas también mediante
interacciones no covalentes®® jugando estas un papel fundamental en la distancia de
separacién entre bases.’! Una de las interacciones no covalentes més significativa en
biomoléculas, y por tando en el ADN, es la interaccion areno-areno, también
denominada como interaccién n-m o “m-stacking”. Entre las geometrias descritas para
esta interaccidn se encuentran: (a) la geometria face-to-face o de tipo sandwich; (b)

desplazamiento paralelo y (c) edge-to-face o en forma de T (Figura 1.12).5

25



>

Fig. 1.12 Modelos de interaccion n-m o “n-stacking
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La estabilidad de cada una de estas geometrias depende del tamafio y los sustituyentes
de los arenos implicados. No obstante, en base a calculos DFT y estudios
cristalograficos las geometrias mas estables, en general, son la de desplazamiento
paralelo y en forma de T.°*%* Cuando se analizan anillos de tipo heteroarométicos, la
geometria mis estable es la de tipo edge-to-face.”> En este contexto, las bases
nitrogenadas estidn implicadas en este tipo de interacciones. Asi, se dan interacciones m-
n entre nucleobases y aminodcidos como modelo de las interacciones proteina-

DNA %6%7

El estudio del comportamiento interfacial de las bases del ADN en interfases creadas
entre un electrodo y una disolucioén puede proporcionar informacion relevante sobre su
comportamiento en interfases biolégicas reales.®*% Por tanto, la adsorcién de estos
compuestos ha sido ampliamente estudiada inicialmente sobre electrodos de mercurio y
carbono, utilizando técnicas electroquimicas como la polarografia de corriente alterna,
las medidas de capacidad diferencial y la voltametria ciclica. En los ultimos afos, al
poder disponer de superficies metdlicas solidas limpias y bien definidas, de metales
nobles tales como la plata, el cobre o el oro ha permitido el uso de técnicas
microscOpicas y espectroscopicas en el estudio de la adsorcién de estos compuestos
pudiendo estudiar de forma mas detallada las interacciones entre el adsorbato y el metal
en la interfase. En el caso de las bases del ADN el estudio a nivel fundamental de la
morfologia, la organizacion y la estructura cristalina y electrénica de la capa de
adsorbato en la interfase puede ser muy interesante aunque compleja ya que estas
biomoléculas presentan diferentes sitios por los que pueden interaccionar con la
superficie metélica, ademas, como se ha mencionado anteriormente, presentan distinto
grado de protonacion en funcion del pH del medio y tienen también la posibilidad de
encontrarse en diferentes formas tautoméricas. Sin embargo, se sabe que tanto las bases
puricas como las pirimidinicas forman monocapas organizadas sobre superficies

electrdodicas.
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En lo que respecta a la adsorcién de la adenina, en los ultimos afios el grupo de la
Universidad de Sevilla en el que se ha realizado la Tesis, viene estudiando el
comportamiento espectro-electroquimico de la adsorcién de adenina sobre electrodos
monocristalinos y nanoestructurados de oro combinando técnicas electroquimicas y
distintas modalidades de espectroscopia FT-IR in situ, asi como la microscopia STM-
Electroquimica. Los estudios han estado limitados a los medios neutros y acidos. En
medio neutro se ha analizado mediante voltametria ciclica, medidas de capacidad
diferencial y cronoamperometria, la adsorcion de la adenina sobre electrodos de oro de
bajo indice de Miller (Au(111) y Au(100)).? Se ha encontrado que la adsorcién depende
fuertemente de la orientacidn cristalografica del electrodo y de la estructura reconstruida
o no-reconstruida de la superficie del electrodo. De hecho, la adsorcién de la adenina
sobre electrodos recién tratados a la llama siguiendo el procedimiento de Clavilier va
acompanada de la pérdida de la reconstruccion de la superficie del electrodo. Los
resultados obtenidos del analisis termodindmico de la adsorciéon de la adenina sobre
electrodos Au(l111) en medios neutros han indicado que la adenina interacciona
quimicamente con el electrodo de oro, probablemente mediante una unién covalente
entre ambos en la que la adenina se esperara que actie como agente donador de
electrones,” con un valor maximo de energia libre de Gibbs de -35 KJ mol™!. Ademis los
datos de exceso superficial maximo (3.5-10"'° mol cm™) han indicado que la adenina se
debe adsorber con una cierta inclinacién del plano molecular respecto a la estructura del
oro. Por otra parte, se ha estudiado la cinética de la adsorcién de la adenina sobre
electrodos Au(l11), en medio neutro, mediante la técnica de espectroscopia
electroquimica de impedancias.”® Se han podido obtener los pardmetros cinéticos para el
proceso de adsorcion/desorcion de la adenina analizando la dispersion con la frecuencia
de los datos de impedancia electroquimica a los diferentes potenciales de adsorcion,
conforme al modelo cinético desarrollado en la bibliografia.*> Para poder realizar el
andlisis cuantitativo se tuvo que diseflar un procedimiento de medidas de impedancia
que evitara la interferencia con los fendmenos de reconstruccion/pérdida de la

reconstruccion de la superficie del oro.

Con el fin de obtener informacién microscopica sobre el proceso de adsorcidén asi como
una mayor comprension sobre la naturaleza de las interacciones en la interfase se han
venido realizando en el grupo de la Universidad de Sevilla estudios de espectroscopia

de reflexién-absorcion en el infrarrojo (IRRAS) y de microscopia de efecto tinel (STM)
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ambos in situ en células electroquimicas, bajo control de potencial. Las medidas de
STM electroquimico han confirmado que la quimisorcién de la adenina provoca la
eliminacién de la reconstruccién superficial del oro, y se ha observado que el 4% de
atomos en exceso contenidos en la superficie reconstruida se acomodan en muchas
“islas” muy pequefias que se agrupan siguiendo las direcciones a lo largo de las cuales
discurrian los solitones de la superficie reconstruida, lo que sugiere que, en presencia de
adenina quimisorbida, la movilidad de los 4&tomos de oro de la superficie es muy baja.
Ademas se ha encontrado que la adenina se organiza formando cordones de moléculas
de adenina alineados a lo largo de las tres direcciones cristalograficas principales del
monocristal. La distancia entre moléculas en una misma cadena sugiere la existencia de
interacciones entre los orbitales © de los grupos aromaticos. Por otra parte, la aplicacion
de las técnicas “in-situ” de espectroscopia de reflexidon-absorciéon en el infrarrojo al
estudio de la adsorcién en medios neutros ha aportado informacién acerca de los sitios
de adsorcidén y de la inclinacién del plano molecular de la especie adsorbida, entre otros
aspectos. Asi, se ha concluido que efectivamente la adenina se adsorbe con su plano
ligeramente inclinado respecto a la superficie del electrodo e interacciona con la
superficie del oro a través del nitrogeno aminico Nio y el nitrogeno pirimididico, Ny, o
alternativamente el nitrégeno imidazélico, N7. Un andlisis cuantitativo posterior’! de la
adsorcion de la adenina en medio neutro, que hace uso de la técnica llamada SNIFTIRS
cuantitativo ha facilitado determinar exactamente que el plano de la molécula de
adenina neutra adsorbida estd inclinado 40° respecto a la normal a la superficie del
electrodo y rota 16° alrededor de su eje normal cuando se produce un aumento del
potencial. Esta orientacion implica que la molécula de adenina debe interaccionar con el
electrodo a través de Nio y Ni. Ademas de ello se ha propuesto que existen interacciones
de tipo m stacking entre moléculas adyacentes.”! Por otra parte, el analisis de los
resultados espectro-electroquimicos en medio muy 4cido permitido concluir que aunque
en disolucion la adenina se encuentra protonada en estas condiciones de pH, solamente
la adenina neutra es capaz de interaccionar quimicamente con el metal. No obstante, se
ha podido detectar la adsorcion fisica de la adenina protonada a bajos potenciales y
concentraciones. Fuera de estas condiciones, la adsorciéon quimica, mas favorable
energéticamente, induce la desprotonacion previa de la adenina que existe en la

disolucion.
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Uno de los trabajos pioneros acerca de la adsorcion de la timina,”> que hace uso de las
técnicas microscopicas de STM y AFM, ha concluido que la timina no se adsorbe
espontidneamente sobre electrodos de Au(l11) si no que es necesario aplicar un
potencial superior a 0.4Vsce para que la timina se organice sobre la superficie del
electrodo formando una red oblicua. Mas recientemente Roelfs ef al”® han estudiado la
formacidén de peliculas de timina sobre superficies de Au(100) en disoluciones acuosas
mediante medidas de voltametria ciclica y capacidad diferencial. Estos estudios han
permitido demostrar que sobre superficies reconstruidas recién tratadas a la llama se
adsorben adcapas condensadas de timina mientras que sobre la superficie no-
reconstruida del electrodo no se ha observado ningin estado adsorbido condensado de
la timina. Un estudio similar realizado por Holzle et al’* sobre electrodos de Au(111) ha
determinado cuatro regiones en el voltagrama separadas por picos de transiciones de
fase. Asi, a potenciales bajos proponen la existencia de una fase fisisorbida que se va
ordenando al aumentar el potencial, mientras que a potenciales mayores la timina se
adsorbe quimicamente formando una fase condensada ordenada. Han observado una
fuerte dependencia con el pH en la formacién de la fase quimisorbida que se explica
como consecuencia de la desprotonacion previa de la molécula antes de adsorberse.
Ademas sugieren que esta fase quimisorbida queda estabilizada por interacciones
intermoleculares entre moléculas de timina. Por dltimo han completado los estudios
electroquimicos sobre electrodos monocristalinos de Au(111) y (100) y ampliado a
electrodos de Au(210), para los que han corroborado que los diferentes estados de
adsorcion de la timina dependen fuertemente del potencial del electrodo, de la
temperatura y de la naturaleza del disolvente, de la concentracién de la disolucion y del
pH. Ademas sobre el electrodo de Au(210) no se ha observado la fase condensada
desordenada. Por otra parte, sobre electrodos de Au(111) estudios “in-situ” de STM y
“ex-situ” de XPS han confirmado la alta estabilidad de la regiéon quimisorbida ordenada
y que la transformacién desde un estado fisisorbido a uno quimisorbido implica una
desprotonacién previa de la molécula de timina.”> Se han encontrado dos fases
adsorbidas que presentan diferentes estructuras. La primera de ellas se ha descrito como
una fase desordenada en la que las moléculas de timina estan paralelas respecto a la
superficie del electrodo, mientras que la segunda a potenciales mayores estd compuesta
por moléculas de timina verticales unidas a la superficie del electrodo de oro a través
del nitrogeno N3, ordenadas en filas que se conectan entre si a través de puentes de

hidrégeno. Finalmente los espectros de infrarrojo de absorcion-reflexion externa de la
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timina adsorbida sobre superficies electrédicas de Au(111) se han utilizado para evaluar
la estructura y la unién de las moléculas de timina al sustrato.** El estudio de las bandas
asociadas a las vibraciones de tension de los grupos carbonilos en medio acido en
comparacion con la timina en disolucién y espectros de complejos metalicos publicados
en la bibliografia han permitido concluir que en la fase quimisorbida la timina se
coordina al electrodo a través de sus dos grupos carbonilos y su N3, previamente
desprotonado, mientras que en la fase fisisorbida la molécula se dispone con el plano

molecular paralelo respecto a la superficie del electrodo.

En el caso de la citosina existen en la bibliografia diversos estudios de STM en
interfases liquido-sélido que han sido indispensables para estudiar la adsorcion y la
estructura que la citosina adopta sobre electrodos de Au(111). Asi en disolucién bajo
control electroquimico o sin él la citosina se adsorbe espontineamente sobre la
superficie del electrodo de Au(111) formando una red oblicua’>. Wandloswski et al.”®
combinando la voltametria ciclica con técnicas microscopicas de STM han descrito en
medio neutro y 4cido tres regiones de adsorcion diferentes para la molécula de citosina
en funcidn del potencial. En orden creciente de potencial se han descrito como una fase
desordenada “diluida” (estado I), seguida por una regién de transicidon en la que la
molécula se reorienta (estado II) para acabar con una fase quimisorbida (estado III) a los
potenciales mas altos. Se ha propuesto un modelo estructural para la fase quimisorbida
en el que las moléculas de citosina se coordinan a la superficie del oro a través del
nitroégeno en posicidn tres. Otros estudios por espectroscopia de reflexidn-adsorcion en
el infrarrojo han mostrado un crecimiento en 2D de la monocapa de citosina sobre la
superficie electrédica de oro en medio neutro y acido.”’ El andlisis de los espectros en la
regién entre 1800-1350 cm™ ha confirmado la existencia de una fase fisisorbida a
potenciales negativos y una quimisorbida a potenciales positivos. En ambos casos se ha
descrito que la molécula interacciona con la superficie del electrodo a través del
oxigeno del grupo carbonilo en posicién 2, del nitrégeno del grupo amino y del N3 del
anillo pirimidinico. Todos estos estudios realizados han resultado depender tanto del
potencial aplicado como del pH del electrolito por tanto estas estructuras debian verse
afectadas fuertemente por las propiedades de la disoluciéon. Recientemente se han
combinado la microscopia de STM con cilculos téoricos DFT’® que han permitido
determinar que la citosina se adsorbe sobre superficies electrodicas de Au(111)

formando una red de filamentos y anillos unidimensionales interconectados entre si.
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Debido a la débil interaccién de las moléculas de citosina con la superficie del oro las
estructuras bidimensionales quedan estabilizadas principalmente por puentes de

hidrégeno entre las moléculas de citosina.

Por el contrario hasta el momento existen pocos estudios de la adsorcidon de la guanina
sobre electrodos de oro ya que se ha encontrado que la adsorcidén/desorcion de la
guanina tiene lugar a potenciales muy préximos a los que tiene lugar la

oxidacién/reduccién de esta molécula,’®3°

quedando asi la ventana de trabajo para
estudiar el proceso de adsorcidn/desorcién muy limitada. Las medidas de reflexion
sobre electrodos de oro han permitido proponer una reorientacion de las moléculas de
guanina de paralelo a perpendicular al aumentar el potencial.3! Las imagenes de STM
han revelado que las guanina al adsorberse sobre electrodos de Au(111) forma matrices
poliméricas apiladas desordenadas en las que las moléculas interaccionan a través de
puentes de hidrégeno.”” Los estudios recogidos en la bibliografia se han centrado en la
oxidacién electroquimica sobre electrodos de oro a valores de pH neutro,? proponiendo
la formacion de 8-oxo0-7,8-dihidroguanina. Sin embargo, hasta el momento no se han

realizado  estudios  espectroelectroquimicos  sobre oro del proceso de

adsorcion/desorcion.

Los estudios de co-adsorcion de las bases complementarias son mas escasos. Desde un
punto de vista tedrico se han estudiado los pares complementarios de moléculas de
bases del ADN en estado gaseoso®%* lo que ha permitido analizar de forma tedrica el
efecto que los puentes de hidrogeno producen en los espectros de las moléculas
individuales. En el caso particular del par complementario adenina-timina se ha
estudiado por voltametria ciclica de forma cualitativa su co-adsorcion sobre electrodos
de Au(111).% En estos estudios proponen la interaccién entre ambas bases a potenciales
negativos donde se encuentran orientadas con su plano molecular paralelo a la
superficie del electrodo. La interaccion en estas condiciones depende fuertemente de la
temperatura, del valor del pH, de la rugosidad de la superficie del electrodo y de la
relacion de concentraciones. Sin embargo a los potenciales positivos donde proponen
que ambas estan orientadas perpendicularmente respecto al electrodo no han encontrado
co-adsorcién entre ambas bases. Kimura-Suda et al®® han estudiado mediante
espectroscopia FTIR sobre superficies de oro policristalino la adsorcién competitiva
entre los pares de bases del ADN adsorbiendo sobre esta superficie hebras de ADN

monocatenario. En este caso sus estudios no han demostrado la existencia de complejos
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de transferencia de carga con el oro en los que participen conjuntamente moléculas de
adenina y timina. Demuestran que la alta capacidad de adsorcion del oligonucle6tido de
adenina permite que compita con el oligonucledtido tiolado de timina, adsorbido
quimicamente, haciendo esto que los hibridos formados por timina y adenina se
desnaturalicen en presencia de oro. Utilizando la técnica TERS (Tip-Enhanced Raman
Spectroscopy) se ha investigado el complejo A-T sobre electrodos de Au(111),%
proponiéndose que la interaccidn con el electrodo tiene lugar a través de la molécula de
adenina, por los mismos puntos de union que lo hace la adenina aislada, quedando la
molécula de timina expuesta hacia el exterior de la superficie de oro. Estos hechos estan
en concordancia con los resultados previos obtenidos por Kimura-Suda et al.® y
Demers et al,%® quienes demostraron que la timina presenta la interaccion mas débil con
el oro mientras que la adenina es la base que mas fuertemente interacciona con este
metal. Se ha propuesto que el pH y la concentracion relativa de ambas bases juega un
papel importante en este proceso ya que la interaccidén se ve favorecida cuando la
concentracion de timina se mantiene en la interfase en mayor proporcion que la adenina
y a valores de pHs en el que ambas bases estdn protonadas.®’ Las interacciones por
puentes de hidrogeno entre bases complementarias se han estudiado también utilizando
medidas de infrarrojos de reflexion externa en complejos formados por timidina y un
derivado tiolado de adenina, adsorbidos sobre electrodos de oro.®? En este estudio se ha
demostrado que la interaccidn por puentes de hidrogeno esta fuertemente afectada por la
protonacion y orientacion del derivado de adenina respecto al electrodo ademas de por
el potencial aplicado. Los puentes de hidrogeno solo se han observado a potenciales
positivos mayores de 0.1Vscg, debido a motivos estéricos, ya que a estos valores de
potencial se ha propuesto que el derivado de adenina esta desprotonado y con la

orientacién mas adecuada, perpendicular, para dar la interaccién con la timidina.
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2.1 Técnicas electroquimicas
2.1.1 Fundamento teérico

2.1.1.1 Voltametria ciclica

La voltametria ciclica es quizas una de las técnicas mas utilizadas en la actualizad para el
estudio de las reacciones y procesos electrodicos. Se basa el aplicar al electrodo de trabajo
un potencial que varia linealmente con el tiempo con una determinada velocidad de
barrido y trascurrido un tiempo determinado se invierte la polaridad del barrido. Como
respuesta se obtiene una corriente neta debida a los procesos de carga de la doble capa,
de adsorcion/desorcion quimica y/o de oxidacidn/reduccion de las especies que estan

presentes en la disolucidn.

Tiempo

Fig. 2.1 Seiial de excitacion potencial-tiempo empleada en voltametria ciclica.

La voltametria es una técnica muy utilizada ya que es una fuente de informacion
importantisima y ademdas permite comprobar el estado de limpieza superficial de los
electrodos asi como el de la disolucién antes de comenzar los estudios. Se utiliza
normalmente para estudiar reacciones rédox o procesos de adsorcidn que tienen lugar en
la superficie del metal y que dependen del potencial aplicado. En esta tesis se ha utilizado
para estudiar los procesos de adsorcion/desorcion de las bases del ADN individualmente

o las co-adsorciones entre bases complementarias que tienen lugar sobre electrodos
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metalicos monocristalinos de Au(111), asi como para caracterizar las supervise

nanoestructuradas de oro previamente a los estudios espectroelectroquimicos.
2.1.1.2 Cronoculumbimetria

Es una técnica electroquimica que se utiliza para determinar la densidad de carga en la
superficie del electrodo. Se basa en llevar inicialmente el electrodo de trabajo a un
potencial base (E;) durante un tiempo (t;), transcurrido ese tiempo se aplican saltos de
potencial (E;) sucesivos. En cada salto se mantiene el potencial (E;) durante un tiempo
(ty) y se realizan las medidas de intensidad. Después de cada salto se recupera el
potencial (E}) durante un tiempo (t3). Finalmente se aplica un potencial de desorcién
(E ges)durante un tiempo (t,). La integracion de los transitorios de corriente proporciona

la diferencia entre las cargas a los potenciales (E;) y (Eges)-
2.1.1.3 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS)

Las técnicas electroquimicas convencionales, tales como la voltametria ciclica o la
cronoamperometria, han sido muy utilizadas para estudiar reacciones que tienen lugar
sobre superficies electrodicas, ya que con ellas se pueden obtener de forma rapida un gran
numero de resultados que permiten construir una imagen aproximada del proceso. Sin
embargo la informacion obtenida por estos métodos electroquimicos convencionales es
limitada. Por un lado los resultados que se obtienen en un experimento electroquimico
clasico pueden incluir informacion de varios fendmenos simultdneamente: carga de la
dobla capa, transporte de masa, adsorcién, procesos de transferencia electronica,
reacciones quimicas homogéneas y/o heterogéneas acopladas, etc. Por otro lado, para el
estudio de un fendmeno especifico la ventana de tiempo accesible va a estar limitada por
la velocidad del resto de fenomenos que contribuyen a la velocidad global. Asi por
ejemplo en estudios cinéticos de procesos electrodicos, los valores més altos de para las
constantes de velocidad que se pueden medir van a estar limitados por el transporte de
materia. Para velocidades extremas de transporte de materia las limitaciones estarian

impuestas por el tiempo caracteristico de los fendmenos de doble capa.

La Espectroscopia de Impedancia Electroquimica, (EIS) es una técnica electroquimica
que permite separar en numerosas situaciones las diferentes contribuciones a la respuesta
electroquimica, convirtiéndose asi en una herramienta muy utilizada en el estudio de los

mecanismos y la cinética de reacciones electrédicas. En su modo potenciostético esta
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basada en la aplicacion a un sistema electroquimico de una perturbacién de potencial de
corriente alterna (ac) de pequefia amplitud E(t) y de frecuencia f, durante un tiempo (t)
suficiente que permita alcanzar el estado estacionario. Esta perturbacidon de corriente
alterna se superpone sobre un potencial de continua (dc). La respuesta de corriente alterna
1(t) que se obtiene tendra la misma frecuencia que la sefial de la perturbacion de corriente

alterna pero desfasada un angulo ¢ (Fig. 2).

ac

o

E(t) & I(t)

0 5 Tiempo 10

Fig. 2.2 Representacion grifica de E(t) e I(t)

E(t) e I(t) tienen forma sinusoidal por lo que las expresiones de estas funciones vendréan

dadas por las ecuaciones (1) y (2).
E(t) = E .sen(wt) (1)
I1(t) = Iy.sen(wt + @) (2)
Donde E,. e I,. son las amplitudes de ambas sefiales y w es la frecuencia angular.

La impedancia del sistema (Z) es una magnitud compleja que se define como la relacién

entre el potencial y la intensidad de alterna:

— E® _ Eac ,ip
TIO T Tac C 3)

Donde i es la unidad imaginaria (—1)%>.
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Se puede realizar la descomposiciéon en las componentes real e imaginaria de la

impedancia haciendo uso de la férmula de Euler de acuerdo con las ecuaciones (4).

Zzb;ﬁcosgo+i?isen<p=2'+i2” 4)

ac ac

La ecuacién (4) puede representarse graficamente como se muestra en la figura 3. Esta

representacion recibe el nombre de representacion de Nyquist.

7z A

seng

cosg

Fig. 2.3 Representacion de Nyquist

La impedancia es por tanto funcion de la frecuencia de la perturbacién aplicada, de tal
forma que el andlisis de la impedancia (o la admitancia, que es la inversa de la
impedancia) en funcién de la frecuencia, de acuerdo a un modelo determinado, permite

obtener los parametros del proceso electrédico.!

La contribucién que cada uno de los distintos procesos elementales que pueden tener lugar
en una célula electroquimica a la impedancia total de la misma es formalmente
equivalente a la de diversos elementos de circuito eléctrico. Asi, la impedancia de la
disolucion de electrolito se comporta como una resistencia. Una interfase idealmente
polarizable se puede representar como un condensador de placas paralelas caracterizado
por su capacidad. La impedancia asociada al transporte por difusion de una especie
electroactiva se puede representar, en casos elementales, por una impedancia de Warburg.
Finalmente la impedancia de la célula electroquimica sera el resultado de combinar las
distintas impedancias de los procesos elementales que tienen lugar. El tipo de circuito, y
por tanto la dependencia dela impedancia con la frecuencia, va a depender del sistema de
estudio. En la tabla 1 se recogen algunos modelos de circuitos y sus impedancias

asociadas.
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Tabla 1. Distintos tipos de circuitos y sus valores de impedancia asociados

Circuito Representacion Ecuacion de impedancia
R-C serie R C B 1
Z.=R—
—’VW.' I_ wC;s
R-C paralelo C
] L 1 1
o Ze=gt T
b R e iwC
/NN
Rs+RC paralelo cdl )
] L
Rs 11 Ze=Rs+
—\N— — R T l@Car
Rct Ret
N\

2.1.2 Medidas electroquimicas

Las medidas electroquimicas se realizaron en esta tesis tanto con un sistema
multifuncional Autolab, PTGSTAT 30 controlado por un software Nova 1.7 como por un
sistema multifuncional Ivium Stat. XR controlado por un software IviumSoft. Como
electrodo de referencia se utilizO un electrodo saturado de sulfato mercurioso
(Radiometer) conectado a la célula mediante un puente salino con la misma disolucién de
electrolito soporte. El electrodo de referencia consistioé en un hilo de oro que se traté a la
llama poniéndolo al rojo y posteriormente enfriado bruscamente sumergiéndolo en agua
ultrapura para eliminar cualquier impureza. Como electrodo de trabajo se utilizd un
electrodo monocristalino de Au(111) preparado a partir de un hilo de oro (99.9998% Alfa-
Aesar) siguiendo el método desarrollado por Clavilier.? Este electrodo se traté a la 1lama®
y posteriormente se enfrid sobre agua ultrapura, transfiriéndose a la célula con una gota
de agua ultrapura sobre su superficie. Este procedimiento nos permiti6 mantener la
estructura reconstruida a la llama y evitar la contaminacién de la superficie por la
atmosfera del laboratorio. El contacto con la disolucién de trabajo se hizo con ayuda de
un tornillo micrométrico utilizando la técnica del “menisco colgante” para conseguir que
solamente la cara que tuviera orientacion cristalografica (111) contactara con la

disolucion.
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2.2 Espectroscopia Infrarroja de Reflexion Absorcion.

2.2.1 Fundamento teorico

La disponibilidad de superficies electrédicas limpias y bien definidas ha facilitado un
desarrollo espectacular de las técnicas espectroscopicas y microscopicas “in-situ”,
aplicadas, entre otros casos, a los estudios de adsorcidén de compuestos organicos sobre
electrodos, lo que ha permitido obtener informacion de este tipo de sistemas a nivel
estructural. Concretamente, en los dltimos afios las técnicas de espectroscopia infrarroja
de absorcion-reflexion (IRRAS) “in-situ” en celdas electroquimicas se han convertido en
una herramienta de gran importancia en el estudio de la interfase metal-disolucion a nivel
molecular. Estdn basadas en el andlisis de la intensidad de la luz reflejada por una
superficie metélica electrddica en contacto con una disolucidn, en funcién de la longitud
de onda de la radiacién incidente y del potencial aplicado al electrodo. El espectro
vibracional obtenido de las moléculas adsorbidas aporta informacién de tipo estructural,
como la orientacion de los adsorbatos sobre las superficies electrddicas, los fragmentos
de la molécula que interaccionan con la superficie o con otras moléculas presentes en la

interfase.

Cuando un haz (i) de radiacidn electromagnética alcanza la superficie que separa una fase
sOlida de otra fase homogénea isotropica parte de esta radiacion se propaga en la segunda
fase, es decir, se refracta (R) y otra parte se refleja (r) volviendo a propagarse en el aire
en otra direccidon (Fig. 2.4). Cuando la superficie sobre la que incide la radiacion
electromagnética estd pulida la reflexion que se origina es regular, es decir, los rayos
reflejados son paralelos entre si. Sin embargo cuando la superficie es mate tiene lugar una
reflexion difusa en cuyo caso los rayos reflejados tienen diferentes direcciones. En
cualquier caso ambos fenémenos, como demostraron inicialmente Greenler™> y Francis y
Ellison,® dependen fuertemente de la naturaleza de las dos fases, de las propiedades
Opticas de la superficie (pulida o mate), de la posible presencia en la interfase de una capa
adsorbida de otras especies, del estado de polarizacion de la radiacion y del 4ngulo con el
que la radiacidn incide sobre la superficie del metal. Los detalles de esta dependencia se
pueden comprender usando las condiciones de contorno que regulan el paso de la

radiacion electromagnética entre los distintos medios que atraviesa la radiacion.
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Fase i

Fig. 2.4 Esquema del fenémeno de reflexion: radiacion refractada (=) y reflejada (=) de la radiacién
electromagnética incidente (=) en la interfase entre dos fases con un indice de refraccion diferente. La

linea discontinua representa la direccién normal a la interfase.

De acuerdo con las leyes de Fresnel, cuando el angulo de incidencia (Qi) supera un
angulo critico (6.) tiene lugar la reflexion total en la interfase entre ambas fases y no se
transmite nada a la segunda (fase 1). El valor de este angulo critico depende de los indices

de refraccion de las dos fases, segtin la ecuacion 5.

0. = arcsen (:—;) ®))
El plano de reflexion se define como el plano que contiene ambos haces, el incidente y el
reflejado, como se muestra en la figura 2.5, en una de las direcciones perpendiculares a
la superficie de reflexion. A su vez el haz incidente de radiacion electromagnética puede
expresarse como la suma vectorial de dos componentes ortogonales linealmente
polarizados, que reciben el nombre de luz p, cuando la direccién del vector del campo
eléctrico de la radiacion estd en el plano de incidencia (perpendicular a la superficie
reflectora), o luz s cuando es perpendicular a dicho plano y, por tanto, paralelo a la
superficie reflectora. De igual manera el haz reflejado de radiacién electromagnética
también puede descomponerse en dos componentes ortogonales. Asi, la amplitud del
vector campo eléctrico en la superficie de reflexion queda expresada como la suma
vectorial de los campos eléctricos de los haces incidentes y reflejados, y dependera en
gran medida, del cambio de fase que se produce tras la reflexion, del 4ngulo de incidencia

y de la polarizacién de la radiacion.
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Plano de reflexion

Fig. 2.5 Representacion del plano de reflexion y las componentes paralelas (—) y perpendicular (—) al
plano de reflexion de la radiacidn electromagnética incidente.

En la reflexién regular estas magnitudes estan relacionadas entre si por las leyes de
Maxwell de la radiacion electromagnética y las leyes de Fresnel para la reflexion y son
relativamente simples para el fendmeno de reflexion en la interfase entre dos fases, y su
complejidad aumenta considerablemente cuando se consideran sistemas de tres 0o mas
fases. La reflectividad o reflectancia, Ry, en la interfase entre estas dos fases, puede
expresarse como la relacion entre las intensidades normalizadas de los haces incidentes y
reflejados, que a su vez estan relacionadas con el cuadrado del modulo del coeficiente de

Fresnel, 75 ,, de la siguiente forma:

I5p Esp
Rg, = i = |rs,p| con Ty, = i, (6)
Como consecuencia de la reflexion se produce un desfase en la radiacion reflejada, que
depende del angulo de incidencia y del de polarizacion. Asi, para radiacion polarizada
tipo s el desfase entre los haces incidente y reflejado es de 180° para todos los angulos de
incidencia, por lo que el coeficiente de Fresnel tiende a valer -1. De acuerdo con la
ecuacion (6) estos significa que los campos eléctricos de ambos haces se anulan en la
superficie (Fig. 3a). Por el contrario para un haz incidente de radiacion polarizada-p y
angulos de incidencia inferiores a 80° el coeficiente de Fresnel tiende a 1 por lo que los
campos eléctricos de ambos haces son coincidentes en la superficie siendo practicamente
nulo el cambio de fases entre ellos (Fig. 2.6b). Para dngulos de incidencia de radiacién
polarizada-p superiores a 80° el desfase aumenta rapidamente, llegando a alcanzar el valor

de 180° para angulos de incidencia proximos a 90°.
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Fig. 2.6 Direccion de los vectores de campo eléctrico para los haces incidentes y reflejados para a) la luz
polarizada s y b) la luz polarizada p.

La técnica la espectroscopia de absorcion-reflexion en el infrarrojo (IRRAS) en los
ultimos afios se viene utilizando para estudiar adsorbatos sobre metales incluso en
concentraciones superficiales inferiores a las correspondientes a una monocapa. La
interaccion entre la radiacion infrarroja (IR) y la materia es de tipo dipolar lo que implica
una interaccion entre el campo eléctrico de la radiacidn electromagnética con el momento
dipolar instantaneo de la moléculas. Si sobre la superficie del metal existen moléculas de
adsorbato, solamente la componente polarizada-p de la radiacion electromagnética podria
interaccionar con los momentos dipolares de estas moléculas, pues la componente
polarizada-s se anula en la superficie. Por tanto, inicamente los modos de vibracién que
contengan una componente del momento dipolar perpendicular al plano de reflexion,
susceptible de interaccionar con la componente en esa direccidn del campo eléctrico de
la radiacion, son activos en IRRAS. Esta es la denominada “regla de seleccidon

superficial”.*’

Uno de los mayores problemas en la aplicacion de las técnicas espectroscopicas de IR a
los sistemas electroquimicos es la gran absorcion de la radiacién que presentan la mayoria
de los disolventes, lo que dificulta bastante conocer cudl es la fraccion de luz adsorbida
por el adsorbato, ya que éste se encuentra en una proporcién muy pequeiia respecto al
disolvente. Inicialmente, para solventar esta dificultad se utiliz6 la técnica de reflexion
externa (IRRAS, Infrared Reflection Absorption Spectroscopy) en la configuracion de
capa fina (Figura 2.7a) utilizada por primera vez en los afios 80 por Bewick para
caracterizar la interfase electrodo | disolucion para el proceso de adsorcidon de hidrégeno
sobre platino.®® La distancia a la que se coloca el electrodo de la ventana ha sido siempre

uno de los aspectos claves en este tipo de técnicas ya que el electrodo generalmente
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monocristalino, cuya superficie esta paralela a la cara interna del prisma se presiona
contra éste originando entre ambos una capa delgada de disolucién cuyo espesor esta
condicionado por la distancia a la que se coloca el electrodo y no debe ser mayor de 100
um para reducir la pérdida de intensidad de la radiacién debida a la absorcidn por parte
del disolvente (agua u 6xido de deuterio en la mayoria de las ocasiones) ya que el haz de
radiacion infrarroja se refleja en la interfase después de atravesar la capa de disolucién
formada entre la superficie del metal y la ventana. Sin embargo la absorcién por parte del

disolvente en este tipo de configuracion sigue siendo importante.

En las experiencias electroquimicas de adsorciéon de compuestos organicos sobre
electrodos, la absorcion debida a las especies en la capa delgada de disolucién contenida
entre el prisma y el metal se puede cancelar en buena medida al comparar los espectros
obtenidos a dos potenciales diferentes: un potencial de referencia, al que el compuesto no
esta adsorbido, y el potencial de muestra. Esta configuracion resulta de gran utilidad para
estudios de especies consumidas o formadas sobre la superficie del electrodo. En este tipo
de medidas supone una ventaja el uso de radiacidn polarizada. La interaccion de radiacion
con las moléculas adsorbidas sobre el electrodo es diferente en funcion de la polarizacion
de la luz utilizada, de tal forma que es posible obtener informacion tanto de las moléculas
adsorbidas como de las que estian en disolucion. Asi el espectro obtenido con luz
polarizada-s, dado que la radiacidn se cancela en la superficie de reflexion, es insensible
a las moléculas que se encuentran adsorbidas, y solamente proporcionard informacién de
las moléculas de adsorbato que pasan de la disolucién a la interfase mientras que de los
espectros utilizando luz polarizda-p interaccionara con las moléculas adsorbidas en la
superficie, dando lugar a sefiales de absorcion para aquellos modos de vibracién que
originen una variacioén del momento dipolar de la molécula en la direccion perpendicular
a la superficie de reflexion, de acuerdo con la regla de seleccion. De esta forma se puede

deducir informacidn acerca de la orientacion de las moléculas adsorbidas.
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Fig. 2.7 Representacién esquematica de los tres tipos de configuraciones Opticas utililizados en las
técnicas de reflexion-absorcion: a) de reflexidn externa y de reflexién interna en b) configuracion de

Kretschmann y ¢) configuracion de Otto. Adaptadas de ref!®

Otra alternativa para evitar la interferencia de la fuerte absorcion del disolvente en las
medidas de espectroscopia IRRA en células electroquimicas es la utilizacién de una
configuracion llamada de reflexion interna en condiciones de reflexion total atenuada
(ATR, Attenuated Total Reflectance). Se basan en que en sistemas de reflexion total de la
radiacion en la interfase prisma | metal parte del haz, una vez alcanzada la interfase, es
capaz de penetrar en el medio con menor indice de refraccion. Esta fraccion de radiacion
se conoce como onda evanescente y la intensidad de su campo eléctrico decae

exponencialmente con la distancia a la superficie.

La condicién de reflexién total como se definid en la ecuacién (5) se alcanza cuando el
angulo de incidencia de la radiacion es superior al angulo critico y esto esta estrechamente
relacionado con los indices de refraccion de la ventana, n;, y del medio en contacto con

ella, n;.

Se define la distancia de penetracion de la onda evanescente, d,,, como la distancia
necesaria para que la amplitud del campo eléctrico de la radiacion sea igual a 1/e de su
valor en la superficie (aproximadamente un 37% de su valor original) y viene definida

por la ecuacién (7).!!

dy=—23 - (©>6,) (7)

2m(sen? B—nfj)f
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y) . S n .
donde A; = —es la longitud de onda en el medio mas densoy n;; = n—L es la relacion entre
J J

los indices de refraccion de ambos medios, resultando asi la distancia de penetracién

proporcional a la longitud de onda la radiacion incidente.

En reflexion interna existen dos configuraciones la de tipo Krestsmann (Fig. 2.7b) y la de
tipo Otto (Fig. 2.7c). En la primera de ellas se deposita una fina capa de metal sobre la
superficie de un prisma cristalino con un alto indice de refraccidon usado como elemento
de reflexion interna (IRE). En esta configuracion el espesor de la disolucion atravesada
por el haz es minimo, de tal forma que la absorcion por parte del disolvente es menor que
en la configuracién de reflexion externa. Sin embargo sigue siendo necesario comparar
los espectros obtenidos al potencial de la muestra con el espectro de referencia para
cancelar completamente la absorciéon del disolvente. Ademas la configuracién de
Kretschmann presenta una gran ventaja ya que debido al uso de peliculas metélicas
nanoestructuradas se produce una intensificacion de la absorcion infrarroja por parte de
las moléculas adsorbidas (efecto SEIRA).!? Sin embargo la estabilidad de las peliculas es

limitada.

Finalmente en la configuracion de Otto el electrodo se sitia cerca de un prisma que actia
de elemento de reflexion interno (IRE) de forma que entre ambos se crea una capa delgada
de disoluciéon, que el haz evanescente generado tras la reflexion en la interfase
prisma/disoluciéon puede atravesar y llegar al metal. Asi esta configuracién combina

elementos de reflexion interna con elementos de configuracién en capa fina.

Por otro lado el uso de configuraciones de peliculas delgadas supone una alta resistencia
en el electrolito, y por lo tanto, un aumento del tiempo de respuesta electroquimica. Por
consiguiente la modulacién del potencial implica una incertidumbre en el potencial que
realmente se estd aplicando. Sin embargo, la configuracién de pelicula delgada viene
siendo muy utilizada para el estudio de la adsorcién de compuestos sobre superficies

metalicas monocristalinas.

La eleccion del material y geometria de la ventana dptica es un factor muy importante a
tener en cuenta en este tipo de configuracion. En la actualidad existen cuatro tipos
fundamentales de ventanas: planas en forma de disco, prismas equilateros, semiesféricos
o semicilindricos. La principal desventaja de las ventanas planas en forma de disco es que

cuando la luz las atraviesa se produce una fuerte pérdida de la radiacién entre el 20 y el
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40% debido a la reflexion de la interfase aire | ventana cuando los dngulos de incidencia
son altos. Generalmente las ventanas prismaticas se fabrican con materiales de altos
indices de refraccion. En cuanto al material, la eleccion depende de la regién espectral
que se vaya a estudiar asi como del sistema electroquimico. En los estudios de reflexion
externa con electrolitos acuosos se suelen emplear ventanas de CaF» (4000-1050 cm™),
aunque adsorben radiacién IR a niimeros de onda menores de 1100 cm™. También es
bastante comtn usar BaF» (6666-770cm™!). Con ambos materiales la pérdida de radiacién
en la interfase aire | ventana es solamente del 10%. En las medidas de reflexién interna
se vienen usando ventanas semiesféricas de ZnSe que permiten estudiar regiones hasta
los 700 cm’!. Sin embargo este material no se puede utilizar para medidas en medios
acidos debido a su gran solubilidad en este tipo de disolventes. Otros materiales que

vienen siendo muy utilizados para solventar estos problemas son los prismas de Si o Ge

que presentan mayor estabilidad a diferentes electrolitos.

Hoy en dia se viene utilizando una terminologia especifica para este tipo de técnicas: Se
utiliza el término espectroscopia ATR-SEIRAS (Attenuated Total Refllection Surface
Enhanced Infrared Absorption Spectroscopy) para las técnicas de reflexién interna y
espectroscopia IRRAS para referirse a las técnicas de reflexion externa. Como variedad
de la espectroscopia IRRAS se conocen la técnica conocida como SNIFTIRS
(Substractively Normalised Interfacial Fourier Transform InfraRed Spectroscopy) la
técnica de PM-IRRAS (Polarization Modulated InfraRed Reflection Absortion
Spectroscopy).

2.2.1.1 Attenuated Total Reflection Surface Enhanced Infrared Absorption
Spectroscopy (ATR-SEIRAS)

La espectroscopia de reflexion total atenuada (ATR) es una herramienta excelente para
obtener informacién estructural y propiedades superficiales de muchos sistemas de
interés, una de sus principales aplicaciones es la caracterizacion de la interfase

metal | disolucién. '3!3

Como electrodo de trabajo se utilizan peliculas nanoestructuradas de forma que cuando
existen moléculas orgéanicas adsorbidas sobre ellas se ha observado que éstas muestran
bandas de absorcién en el espectro de infrarrojos entre 10 a 1000 veces que las que se
observan por los métodos convencionales, constituyendo el denominado efecto SEIRA

(Surface-Enhanced Infrared Absorption). El efecto SEIRA puede considerarse como una
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combinacién del efecto que el campo magnético tiene sobre la superficie y sobre las

moléculas adsorbidas sobre dicha superficie y da lugar al desarrollo de la espectroscopia

de ATR-SEIRA.

El incremento de las sefnales obtenidas en los espectros de infrarrojos cuando se utilizan
peliculas nanoestructuradas depende de varios factores entre los que se puede destacar la
morfologia de la superficie metélica y el tamafio de las particulas que constituyen estas
peliculas nanoestructuradas, encontrandose que el maximo aumento de las intensidades
de las sefiales de infrarrojo se produce cuando las particulas estin muy compactas pero
no llegan a tocarse entre si.'® Este hecho se ha atribuido al acoplamiento cooperativo

dipolo-dipolo de los plasmones apoyados por las particulas vecinas. '

El tamaiio de las particulas y el espesor de las peliculas delgadas se pueden controlar en
funcidn del tipo de depodsito que se realice. En los dep6sitos quimicos el control se realiza
a través del tiempo de depdsito mientras que en los depdsitos preparados por técnicas
fisicas, como la evaporacién en vacio o por pulverizacién catédica o “sputtering”, el
espesor y las caracteristicas de la pelicula formadas van a depender de la temperatura, del
sustrato y de la velocidad de depdsito. Las peliculas obtenidas son generalmente rugosas
no monoorientadas, aunque con un buen control de las condiciones de depdsito es posible
obtener superficies cuasi monoorientadas. Generalmente los depositos quimicos permiten
obtener superficies mas monoorientadas aunque resultan también mas sucios que los

depdsitos realizados por procedimientos fisicos.

2.2.1.2 Substractively Normalised Interfacial Fourier Transform InfraRed

Spectroscopy (SNIFTIRS)

Bewick y colaboradores adaptaron la espectroscopia de absorcion-reflexion en el

infrarrojos desarrollada por Greenler*>:!”

para realizar estudios in-situ con sistemas
electroquimicos. Para ello introdujeron en la técnica una modulacién del potencial que se

le aplicaba al electrodo con lo que conseguian una alta sensibilidad superficial 31819

Con este sistema mientras se recoge el espectro de reflectancia de absorcion-reflexion
dado en la ecuacion 6 se va modulando el potencial entre dos valores; un potencial base
E; al que la especie generalmente esta desorbida y un potencial E, que es el potencial de

medida E;. El espectro diferencial se calcula utilizando la ecuacion (8):
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AR _ R(Ep)—R(Ey)

R R(E1) ®)
O bien en términos de absorbancia dados en la ecuacion (9):
— R(Ez)
A= —log (R(El)) ©)

Donde R(E;) y R(E;) son las reflectancias a los potenciales de referencia y de medida

respectivamente.

En los espectros apareceran sefiales cuando se produzcan cambios en la frecuencia de
vibracion del adsorbato con el potencial o bien cuando se produzcan cambios en su
concentracion. Al representar los espectros de acuerdo a la ecuacién (8) como diferencia
de reflectividades relativas apareceran bandas negativas cuando la concentracion de la
especie adsorbida sea mayor al potencial de medida que al de referencia, mientras que
apareceran bandas positivas en la situacidn inversa. Para las especies en disolucidn, si se
produce la adsorciéon como consecuencia del cambio de potencial la concentraciéon en

disolucion disminuird y por tanto disminuird la intensidad de la sefial.

2.2.1.3 Polarization Modulated Infrared Reflection Absorption Spectroscopy (PM-
IRRAS)

El estudio de peliculas insolubles adsorbidas sobre superficies electrodicas presenta un
problema adicional en el uso de las técnicas convencionales de FT-IRRAS “in-situ” ya
que a la hora de obtener el espectro de referencia en estos casos no es posible encontrar
el potencial de desorcion. Para solventar este problema se introduce la técnica de PM-
IRRAS (Polarization Modulated Infrared Reflection Absorption), que emplea la regla de
seleccion superficial, mencionada anteriormente, para obtener el espectro de referencia.
La técnica viene siendo utilizada con éxito para el estudio de peliculas superficiales en
balanza de Langmuir.2>-22 M4s recientemente Lipkowski y col. la estan empleando para
obtener informacién cuantitativa sobre las orientaciones de los grupos funcionales
presentes en peliculas orgdnicas insolubles adsorbidas sobre electrodos de Au(111).2372
La calidad de los espectros de PM-IRRAS ha permitido caracterizar las especies
superficiales y obtener informacion acerca de su orientacion sobre la superficie

electrodica.
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En esta técnica un modulador fotoelastico (PEM), que opera a altas frecuencias (~50-100
KHz) modula el haz de radiacién infrarroja muy rapidamente entre una direccion
perpendicular (luz polarizada-s) y una paralela (luz polarizda-p) al plano de incidencia.
De esta forma el espectro obtenido con luz polarizada-p puede utilizarse como el espectro
de las especies adsorbidas al potencial de medida y el de luz polarizada-s como espectro
de referencia. Asi al obtener la diferencia entre la reflectividad de la radiacion —p y —s se
elimina facilmente la sefial de fondo. Finalmente se normaliza respecto a la media entre
las reflectividades de ambas radiaciones. De esta forma el espectro de infrarrojos de
reflexion-absorcidn viene dado por:

AR _ |Rs_Rp|

(R) ~ (Rs+Rp)/2 10)

donde R y R, son respectivamente la reflectividad de la componente s y p del haz de

infrarrojos modulado.

La técnica PM-IRRAS ha sido empleada en un gran nimero de estudios sin embargo no
ha sido tan utilizada como los métodos FTIRS mas sencillos. Esto puede deberse a la
complejidad de la instrumentacién necesaria y/o a que no se obtienen buenas lineas bases
ya que la luz polarizada-s tiene intensidad cero en la superficie del electrodo pero ademas
presenta una intensidad muy pequefia en disolucion aproximadamente hasta unos 0.1 pm,

que no esta compensada.?®

Por otro lado las sefales obtenidas con la técnica de PM-IRRAS son mas dificiles de
interpretar y su analisis cuantitativo es mas complejo que con otras metodologias de
IRRAS que hacen uso de la modulacién del potencial. Sin embargo la técnica PM-IRRAS
presenta una gran ventaja ya que permite registrar bandas absolutas en espectros a un solo
potencial en vez de una diferencia de espectros como las técnicas SNIFTIRS, lo que

facilita el acceso a estudiar peliculas insolubles adsorbidas sobre superficies electrddicas.
2.2.2 Medidas espectroelectroquimicas de infrarrojos

En las medidas espectroelectroquimicas de ATR-SEIRAS, SNIFTIRS e infrarrojos de
adsorcién en disolucion el control electroquimico se ha llevado ha realizado con un
sistema electroquimico multifuncional de CH instruments. Las medidas espectroscOpicas
se llevaron a cabo con un espectrofotometro Nicolet 6700 equipado con un accesorio de

reflectancia Veemax de Pike Technologies. La purga de la cimara del espectrofotémetro
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se realiz6 con aire comprimido libre de CO> y vapor de agua. En todas las medidas se ha
usado un detector MCT-A refrigerado con nitrégeno liquido. Los espectros se recogieron
con una resolucién espectral de 4 cm™ en el rango de frecuencias desde 4000 hasta 700
cm’!'. Como ventana transparente para la radiacién se utiliz6 un prisma de ZnSe biselado
a 45° para las medidas de transmision en disolucidn, un prisma de CaF> biselado a 60° en
los experimentos de reflexion externa, SNIFTIRS (Substractively Normalised Interfacial
Fourier Transform InfraRed Spectroscopy ), y un prisma de silicio en los de reflexion
interna, ATR-SEIRAS (Attenuated Total Reflection Surface Enhanced Spectroscopy).
Los espectros se recogieron con luz polarizada s o p seleccionada con un polarizador de

ZnSe.
2.2.2.1 Reflexion interna: ATR-SEIRAS

En los experimentos de reflexion interna, ATR-SEIRAS se utiliz6 la configuraciéon de
Kretschmann (figura 2.8) lo que nos ha permitido trabajar con concentraciones pequefias

de adsorbatos.

Hg/Hg,S0,/K,SO,

Pelicula
Au (25nm)

Za A

Fig. 2.8 Esquema de la célula espectroelectroquimica utilizada en los experimentos de ATR-SEIRAS

La célula electroquimica se uni6 al prisma de silicio mediante una unién de teflon. Se
empled como electrodo de referencia un electrodo saturado de sulfato mercurioso
(Radiometer) y como contraelectrodo una lamina de oro de gran superficie. El electrodo
de trabajo consisti6 en una pelicula de oro nanoestructurada obtenida por deposito

catddico en plasma de argén directamente sobre la base del mismo prisma de silicio. Para
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realizar el contacto eléctrico del electrodo se utiliz6 una fina ldmina de oro situada entre
la union de teflén y el prisma. Una vez montada la célula espectroelectroquimica se
rellend la con la disolucion de electrolito y se introdujeron los electrodos restantes, se
realizaron experimentos de voltametria ciclica en un amplio margen de potenciales para
activar la pelicula y conseguir el voltagrama caracteristico, y registrar los espectros de
reflectancia en ausencia de adsorbato a distintos potenciales. Posteriormente se procede
a la adiccion de la base del ADN objeto de estudio y al registro de los espectros de
reflectancia. En este caso, la reflectancia de referencia (R1) se ha obtenido bien con la
misma disolucioén a la que se ha obtenido la reflectancia de la muestra (R2) pero a un
potencial de desorcidn, o bien al mismo potencial que se ha obtenido la muestra, pero
antes de anadir el adsorbato a la disolucion de trabajo. En el espectro se representa —
log(R2/R1) en funcién del nimero de onda. Se registraron los espectros de reflectancia,
compuestos de 100 interferogramas, a distintos valores de potencial en intervalos

regulares.
2.2.2.2 Experimentos de absorcion en disolucion

En los experimentos de absorcion en disolucion se utilizé la misma célula que en los
espectros de ATR, pero usando como ventana de IR un prisma de SeZn biselado a 45°, y
sin depositar la capa delgada de oro. Los espectros se obtuvieron acumulando 1000
interferogramas y en todos los casos se tom6 como referencia el espectro del electrolito

en las mismas condiciones experimentales.
2.2.2.3 Reflexion externa: SNIFTIRS

Para las medidas espectroelectroquimicas en la configuraciéon de reflexion externa se
emplearon los mismos electrodos que los descritos para voltametria ciclica. La célula

utilizada se basa en el disefio de Iwasita y colaboradores®’ y se esquematiza en la figura
0.
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HoHg,S0/K,S0, ¢

Au

A

Au(111)

CaF,
600

Fig. 9 Esquema de la célula espectroelectroquimica utilizada en los experimentos de reflexion externa

En la parte inferior se monta un prisma de CaF, mientras que en la parte superior hay
entradas para la corriente de argdn y para los tres electrodos. La célula se colocd en
configuracién vertical fuera de la camara del espectrofotometro y por encima del
elemento de reflectancia situdndola para trabajar a un dngulo de incidencia de 60°. Con
este tipo de configuracion vertical se facilita la operacion de montaje y la alineacion del
electrodo de trabajo antes de llevar a cabo la recogida de los espectros. Ademas de esta
forma se pudieron realizar medidas previas de voltametria ciclica para comprobar la
correcta orientacion cristalografica de la superficie del electrodo de trabajo y la pureza de
la disolucion en los instantes previos. Finalmente el electrodo de trabajo, cuya superficie
debe estar paralela a la cara interna de la ventana presiond contra ésta para formar una
capa delgada. En los experimentos de reflexion externa se usé la técnica SNIFTIRS. En
ella se registran 50 interferogramas a un potencial de medida, E>, y seguidamente otros
50 al potencial de referencia. E; consiguiendo eliminar la mayor parte de la contribucién
de la capa delgada de disolucion de electrolito. Este ciclo de medida se repite 40 veces y
se promedian los espectros correspondientes, mejorandose asi la relacion senal/ruido de

las medidas.

Las medidas se realizaron con luz polarizada s y p. En los espectros que se presentan en
. . L AR
la tesis, teniendo en cuenta la ecuacion (8) se representa - Por tanto, los espectros

obtenidos con luz polarizada s solamente proporcionan informacion de las moléculas que

desaparecen de la disoluciéon como consecuencia del proceso de adsorcion, dando lugar a
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sefales negativas Por el contrario los espectros realizados con luz polarizada p registran
tanto la absorcidon por parte de moléculas adsorbidas al potencial de medida (sefiales
positivas) como la pérdida de absorcion de radiacion por parte de especies en disolucion

que han pasado a la interfase (sefiales negativas).
2.2.2.4 Reflexion externa: PM-IRRAS

Corn y colaboradores?®?° fueron pioneros en describir como se obtenian espectros de
diferencia de reflectancia de PM-FTIR utilizando velocidades normales del espejo y
fueron capaces de demostrar como en ciertas ocasiones es posible evitar la necesidad de
tomar el background si se conocen bien las propiedades Opticas y la dependencia con la
longitud de onda tedrica. El instrumento que se utiliza en técnica espectroscOpica esta

esquematizado en la figura 10 y es el que se ha utilizado para la realizacidon de esta tesis.

TOM box
< -
Interferémetro > * Elementos pticos > Seiial desd
el detector

*Célula espectroelectroquimica

Contraelectrodo Electrodo | Electrodo f
referencia trabajo

Modulador fotoelastico
> | Potenciostato (PEM)

2f
Convertidor de la sefial
digital a analdgica v
I} Desmodulacion de

muestreo sincrénico
{Synchronour sampling
demodulator, SSD)

Osciloscopio

I Iy

Ordenador Adquisicion de datos

Fig. 2.10 Diagrama de cajas que representa el dispositivo experimental utilizado en un experimento de PM-

IRRAS, adaptado de la bibliografia.*

En el interior del TOM box, cdmara externa al propio espectrofotdmetro, se encuentran
los elementos Opticos necesarios para la polarizacion modulada de la radiacion, la célula
electroquimica y el detector. Su disposicion en el sistema puede esquematizarse como se
muestra en la figura 2.11. En esta figura ademéas pueden verse la disposicion de estos

elementos respecto a otros componentes del sistema.
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Fig. 2.11 Esquema del dispositivo experimental de PM-IRRAS mostrando los detalles de la célula

espectroelectroquimica que se encuentra en el interior del TOM box. Adaptada de la bibliografia.*

El haz colimado de radiacién infrarroja procedente del espectrofotdmetro se redirecciona
utilizando un espejo plano (Nicolet) y finalmente reenfoca hacia un polarizados estético
(1”"de diametro, Speac) colocado justo delante del modulador fotoelastico (PEM -
Instrumento Hinds, PM 90 y II/ZS50 con cabeza 6ptica de ZnSe 50Hz) utilizando un
espejo parabdlico (f=6"7, Nicolet). Al salir del modulador fotoelastico (PEM) el haz se
refleja en la superficie del electrodo de trabajo y luego es reenfocado con una lente de
ZnSe (f=17", 1.5""de didmetro con antirreflejos, Janos Technology) al detector de
conductividad térmica (TRS 50MHz de anchura de banda, Nicolet). Finalmente la sefial
que llega al detector entra en un demodulador de muestreo sincrénico (Synchronous
sampling demodulator, SSD de GWC). Simultdneamente la sefial que proviene del PEM
se estd utilizando como sefial de referencia y de entrada del SSD. Para conseguir poner

en fase el SSD con el PEM se utiliza un osciloscopio. Como consecuencia de este proceso
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se obtienen dos sefiales de salida correspondientes a la intensidad promedio, Ia y la de la

diferencia de intensidad, Ip de las radiaciones polarizadas-p y —s.
2.2.3 Preparacion de electrodos metalicos nanoestructurados

En las experiencias de infrarrojos de reflexion externa se realizaron se realizaron
depdsitos de oro sobre un prisma de Silicio triangular para conseguir peliculas
nanoestructuradas de Au (111) de 25 nm de espesor. Estos depdsitos se realizaron tanto
quimicamente como por depoésito catddico en plasma de argdn, también conocido como

sputtering

En ambos casos antes de realizar el depdsito el plano de reflexion del prisma sobre el que
se va a realizar el depdsito se pulié con alimina 0.05 pm y se lavo con abundante agua
ultrapura para eliminarla. Seguidamente se sonicd durante 10 minutos en 2-propanol.
Finalmente, después de enjuagarlo exhaustivamente con agua ultrapura, se secd con

argon.
2.2.3.1 Electrodos de oro depositados quimicamente

En primer lugar, para eliminar la capa de 6xidos de la superficie del prisma de Si se
sumerge durante 3 minutos en una disolucién 40% (peso/volumen) de NH4F.
Seguidamente la superficie sobre la cara en la que se va a realizar el depésito se limpia
con agua ultrapura, se seca con Ar y se introduce en un vaso de precipitado sumergido en
un bafio a 55 °C, con la superficie a recubrir hacia arriba. Transcurridos 2-3 minutos en
los que se estabiliza la temperatura, se afiade sobre la superficie del prisma una disolucion
1:1:1 en volumen de (1) 0.03 M NazAu(SO3)2, (2) 0.3 M NaSOs + 0.1 M NaxS,03 + 0.1
M NH4Cl y (3) 2 % vol HF, con la que se mantiene en contacto durante 100 s, para
controlar el espesor de la pelicula ~ 25 nm. Finalmente el depdsito se limpia con
31,32

abundante agua destilada y se seca con argén. Como estd descrito en la bibliografia

la reduccidn del oro por el HF involucra una etapa de disolucion del Si.
2.2.3.2Electrodos de oro depositados por sputtering

El depdsito catdédico de oro en plasma de argén se ha llevado a cabo en una cdmara de
vacio de un sistema (Leica EM SCDS500) equipado con una bomba turbomolecular.
Previamente al proceso de depésito se hace ultra alto vacio en la cAmara en la que se sitda

el prisma de silicio durante una hora. Posteriormente se abre la corriente de argon argdn
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hasta conseguir una presion en la cAmara de 5-102 mbar e inmediatamente después se
aplica un alto voltaje al catodo de 3mA. En funcion de la corriente circulada y la distancia
de la oblea metalica a la superficie del prisma pueden conseguirse distintas velocidades
de depdsitos. Para las condiciones concretas empleadas en esta tesis, la velocidad de
depésito es de 0.01-0.02 nms™!. El espesor de la pelicula de oro se controla con una
microbalanza de cuarzo colocada a la misma distancia de la oblea de oro de la que se

encuentra la superficie del prisma de silicio.
2.3 Membranas biomiméticas

2.3.1 Isoterma superficial o Isoterma de Langmuir

Es la representacion de la presidon superficial en funciéon del area de la interfase
aire | disolucién en presencia de un tensioactivo. En una isoterma superficial
caracteristica se pueden distinguir tres regiones asi cuando el area disponible para formar
la monocapa es grande las moléculas adyacentes estan separadas, sus interacciones son
débiles y se comportan como un gas en dos dimensiones. Si se reduce el area superficial
por un sistema de barreras las moléculas empiezan a interaccionar entre si formandose un
liquido en dos dimensiones. En ocasiones primero tiene lugar la formacién de un liquido
expandido y al seguir disminuyendo el area superficial se forma un liquido condensado.
Al comprimir ain mas la monocapa puede llegar a formarse un s6lido bidimensional de
tal forma que la monocapa pierde su fluidez. En ese momento una pequefia disminucién
del area originaria un aumento muy rapido de la presion pudiéndose incluso llegar a
fracturar la monocapa y formar estructuras tridimensionales tales como micelas, bicapas
o liposomas. Esta presion se denomina presion de colapso (7t.). El area minima que ocupa
una molécula se puede obtener extrapolando el tramo de la isoterma previo a la presion

de colapso.
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Fig. 2.12 Representacion esquemadtica de una isoterma de Langmuir caracteristica.
2.3.2 Preparacion de membranas soportadas sobre electrodos

Existen descritos en la bibliografia diversos procedimientos para crear monocapas y
bicapas miméticas sobre electrodos solidos. Entre ellos se encuentran el método de
transferencia de Langmuir-Blodgett y el de Langmuir-Schaeffer que permiten transferir
monocapas o bicapas desde la interfase airelagua hasta el soporte sélido, monocapas
autoensambladas (SAMs) y la fusion se vesiculas que permite la formacién de bicapas a
partir de vesiculas lipidicas que se encuentran en disolucidén acuosa. Actualmente los
métodos mas comunes son la fusion de vesiculas (VF) o los métodos de transferencia de
Langmuir-Blodgett (LB) y Langmuir-Schaeffer (LS). Sin embargo cuando el material
muestra una alta afinidad por el sustrato como ocurre con los tioles con el oro es muy
comun formar monocapas con el procedimiento de autoensamblado de monocapa. Estas

dos dltimas metodologias son las utilizadas en esta tesis y se describen a continuaciéon
2.3.2.1 Autoensamblado de monocapas (SAMs)

Las monocapas o peliculas autoensambladas (self-assembled monolayer, SAMs) estan
formadas por un conjunto moléculas que como consecuencia del proceso de adsorcidon se
han organizado espontdneamente sobre la superficie quedando en mayor o menor medida
ordenadas en dominios de mayor o menor tamatfio sobre la superficie. Es una técnica muy

utilizada porque presenta las siguientes ventajas:
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- Fécil preparacion puesto que no requiere condiciones especiales como por
ejemplo el ultravacio o equipos muy costosos.

- Versatilidad en el sustrato ya que se pueden formar sobre sustratos de diferentes
tamafos y formas

- Gran utilidad para funcionalizar y estabilizar otras estructuras a escala
nanométrica

- La estructura a nivel molecular puede modificar propiedades macroscopicas del

sistema

Estos procesos de autoensamblaje estdn generalmente relacionados con un proceso de
quimisorcién exotérmico. En ellos debe tenerse en cuenta ademas de la energia de enlace
“molécula-superficie” las interacciones no covalentes entre las moléculas como pueden
ser los puentes de hidrégeno o las interacciones de Van der Waals, asi como las

interacciones que las moléculas tienen con el disolvente.

De esta forma la formacion de la monocapa viene determinada por la afinidad entre el
sustrato y el grupo de anclaje del compuesto activo. Sin embargo otras propiedades de la
monocapa como su estructura, empaquetamiento, orientaciéon y las propiedades
fisicoquimicas superficiales dependen de las diferentes regiones que se pueden distinguir

en la estructura del compuesto activo de la monocapa:

- El grupo de anclaje como se ha dicho es el responsable de la unién quimica de la
monocapa al sustrato.

- Elespaciador es el encargado de las fuerzas laterales y normalmente es una cadena
alquilica.

- El grupo funcional terminal va a definir las propiedades de la nueva superficie.
Ademais si es muy voluminoso o electrostatico puede tener especial importancia

en el orden compacto de la monocapa.
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Fig. 2.13 Representacion esquematica de una monocapa autoensamblada, SAM, ideal sobre un electrodo

monocristalino de Au(111).

Actualmente se conocen un gran nimero de grupos de anclaje que pueden unirse a
metales especificos, 6xidos metilicos o semiconductores. Concretamente el oro es un
sustrato muy utilizado para formacion de SAMs con compuestos que tengan como grupo
terminal el azufre, como por ejemplo los tioles. En este caso el proceso de adsorcién es
posible dado la gran afinidad entre el sustrato y el grupo de anclaje. De hecho esta unién
(ecuacidn 11) tiene lugar por la eliminacién del &tomo de hidrégeno terminal del grupo
tiol (RSH), formandose un enlace S-Au parcial. La reaccion por la que la molécula de tiol
se enlaza covalentemente al oro se puede considerar como una adsorcidn oxidativa del
enlace S-H con una eliminacion reductiva del hidrégeno, aunque este dltimo punto atn

se sigue debatiendo.
R—S—H+ Aud > R — S™Au* - Au + - H, (11)

El procedimiento general de preparacién de monocapas autoensambladas compactas
consiste en exponer el sustrato pulido y limpio durante unas horas (minimo 12) a una
disolucién diluida del compuesto a depositar. Durante este tiempo tendrd lugar la
adsorcion répida de las moléculas de adsorbato, sin embargo su reorganizacion para
formar SAMs bien organizadas requiere tiempos largos. De esta forma el compuesto
activo quedara anclado al sustrato por su grupo funcional, también conocido como cabeza

de la monocapa, y exponer hacia fuera el grupo funcional que caracteriza la monocapa.
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Fig. 2.14 Representacion esquematica del proceso de formacién de una SAM.

Debe tenerse en cuenta que existen otros muchos factores que pueden alterar la formacion
y la estructura de la SAM como es la correcta eleccion del disolvente, la temperatura, la
concentracion de adsorbato y el tiempo de inmersion, la pureza del adsorbato, la cantidad

de oxigeno en la disolucién y la limpieza y activacion del sustrato.
2.3.2.2 Método de transferencia de Langmuir-Blodgett y Langmuir-Schaeffer.

La técnica de Langmuir-Blodgett (LB) se basa en el movimiento vertical de un sustrato
sOlido a través de una monocapa comprimida en la interfase aire | disolucién. La presion
superficial y la temperatura de la monocapa deben controlarse para conseguir que en el
momento de la transferencia la pelicula orgénica esté en un estado condensado. De forma
general esto ocurre para valores de presiones superficiales comprendidos entre 10 y 40

mN/m.

La transferencia de LB puede realizarse tanto sobre sustratos hidrofilicos como
hidrofébicos aunque el proceso es algo diferente. En el caso mas comtn, donde el sustrato
es hidrofilico el depdsito se realiza elevando el sustrato sélido desde la subfase a través
de la monocapa. Por el contrario en el caso de sustratos hidrofobicos el deposito se hace

sumergiendo el sustrato a través de la monocapa.

En ambos caso la transferencia de la pelicula se caracteriza por la relacién de

transferencia, T que se define en la ecuacién 12:

T =4k (12)

_AS

Donde AL es la disminucidn en el area ocupara por la monocapa en la subfase y As es el

4rea de solido que queda revestida por las moléculas de sustrato.*?
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Para que la transferencia haya sido perfecta la relacion de transferencia debe ser 1 o para
considerarla buena estar en el intervalo entre 0.9-1.1. Si esto ocurre es muy probable que
la pelicula que se haya formado sea lo suficientemente homogénea. Para obtener una
buena relaciéon de transferencia es necesario elegir correctamente la velocidad de
deposicion, es decir la velocidad que lleva el sustrato a través de la monocapa mientras

se esta llevando a cabo la transferencia.

En una transferencia de LS el sustrato, que debe estar orientado paralelo a la superficie
de monocapa comprimida, se pone en contacto con ella y se retira a velocidad muy lenta.
Este procedimiento permite la transferencia de una sola monocapa sobre una superficie

hidrofdbica.

Cabe destacar en este punto que si se quieren depositar bicapas se puede utilizar una
combinacién de ambos métodos de deposicidon, concretamente una combinaciéon LB, LS
con un electrodo de Au(111) daria como resultado una bicapa de tipo Y, en la que la
primera monocapa queda unida al electrodo a través de las cabezas hidrofilicas mientras

que la segunda capa de la bicapa expondria sus colas hidrofébicas hacia el exterior.
2.4 Calculos cuanticos GAUSIAN

En las udltimas décadas la Quimica Cuéntica Computacional también ha adquirido un
fuerte desarrollo debido al gran avance tecnoldgico en el campo de la informética, unido
al desarrollo de la teoria del funcional de la densidad (DFT, “Density Funtional Theory”).
Todo este desarrollo ha permitido realizar cilculos con bajo costo computacional pero
que a la vez permitian obtener gran cantidad de informacién ofreciendo unos resultados
con gran exactitud. Las aplicaciones de la teoria DFT son bastante extensas. Para sistemas
adsorbato metal permite obtener buena informacién sobre las propiedades de adsorcion;
es decir geometrias optimizadas de la molécula adsorbida, energias de adsorciéon o
frecuencias de vibracion entre otras. Concretamente en esta tesis se han ejecutado calculos
DFT, con el programa Gaussian 09, que han permitido estudiar la geometria de algunas
moléculas adsorbidas sobre sustratos sélidos de Au(111). Estos calculos cuanticos se han
llevado a cabo utilizando los funcionales B3LYP y PBEPBE, y como base, 6-
311"*G(d,p), que ha empleado B. Giese** para el uracilo. El funcional B3LYP es el
funcional hibrido més popular. Este tipo de funcional apareci6 a principios de los 90 y
desde entonces su utilizacion ha crecido ripidamente y ha alcanzado gran popularidad.

Este funcional permite obtener resultados muy precisos con bajos costes computacionales
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sin embargo no puede utilizarse para los clister de Au en este caso se ha tenido que

utilizar el funcional LANL2DZ.
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Capitulo 3

Adsorcion y co-adsorcion de Adenina y Timina en
funcion del pH
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3.1 Influencia del pH en la Adsorcion de Adenina

3.1.1. Introduccion

En disolucién acuosa la adenina presenta dos equilibrios acido base con valores de pKa

de 4.2 y 9.8! como se describi6 en el capitulo 1 de esta tesis.

NH, NH,
/N X pkal 4.2 5 oo pkaz 9.8
) . ) )
N
AdH,* AdH, Ade'

Fig. 3.1 Comportamiento 4cido-base de la adenina

En los dltimos afios el estudio de la adsorcién de adenina sobre electrodos de oro
monocristalinos o nanoestructurados viene siendo uno de los principales objetos de
estudio del Grupo de investigacion dentro del cual se ha desarrollado esta tesis. Como
se ha descrito en el capitulo 1 estos estudios se han realizado a valores de pH que
incluyen el pKa; de la adenina. Estin basados en medidas electroquimicas,? de STM? y
espectroscopicas de infrarrojos tanto en la modalidad de reflexion interna (utilizando la
configuracién de Kretschmann) como en la de reflexién externa (SNIFTIRS, y PM-
IRRAS en el caso de pH neutro)*® a valores de pH neutros y 4cidos concluyendo que
las interacciones de la molécula de adenina con el electrodo no dependen de la
orientacion cristalografica ni del pH, siendo la especie que se quimisorbe la adenina
neutra (AdH3) a través de Nio y Ni. Ademas se ha observado la fisisorcion de la adenina

protonada a valores bajos de potenciales y concentraciones bajas de adenina.

En esta parte del capitulo se va a ampliar el estudio espectroelectroquimico al caso
particular de la adsorcién de adenina sobre electrodos de oro a valores de pH que cubren
el valor del pKa2, con el objetivo de poder determinar las caracteristicas de la adsorcion
de la forma aniénica de la adenina y determinar el valor del pKa> en la interfase.
Ademas se estudiard la co-adsorcion de la adenina con las moléculas de agua del
disolvente. Para ello se van combinar la voltametria ciclica con las técnicas
espectroscopicas de infrarrojos en la modalidades de reflexion interna (configuracién de

Kretschmann) y/o reflexién externa (SNIFTIRS) como vienen descritas en el capitulo 2.
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Los resultados obtenidos en esta primera parte del capitulo han dado lugar a una

publicacién en la revista Electrochimica Acta.b
3.1.2. Experimental

3.1.2.1. Reactivos

Se utilizé6 D>O y H>O (Sigma-Aldhrich®) para preparar la disolucién de electrolito
soporte (KC1O04 0.1 M y KCIO4 0.1 M + NaOH) y la disoluciéon de stock de adenina
(Sigma-Aldhrich® sin mas purificacién) de concentracién 10 mM. Los experimentos de
infrarrojos obtenidos en configuracion de reflexion externa se realizaron en medio
deuterado mientras que los experimentos de reflexion interna se realizaron tanto en H,O
como en D>O en los mismos electrolitos soportes (KClO4 0.1 M o KCIO4 0.1 M +
NaOH). Tanto en los experimentos de reflexiéon externa como interna la concentracion
de adenina fue 1 mM. Los experimentos de transmision se realizaron en agua y en

medio deuterado con una concentracion de adenina 10 mM.
3.1.3. Resultados de voltametria ciclica

Los resultados de voltametria ciclica para la adsorcion de la adenina desde disoluciones
ImM de diferentes valores de pH sobre electrodos monocristalinos de Au(111) se
muestran en la figura 2. En todas las figuras se presenta el voltagrama estacionario para
el proceso de adsorcion. Ademas en las figuras 3.2a y 3.2b se incluye el primer barrido
registrado con el electrodo tratado a la llama y puesto en contacto con la disolucion a un
potencial menor que el de inicio de la adsorcidon. Se observa que en cada primer ciclo de
potencial, en el sentido creciente de potenciales aparecen picos que estan relacionados
con la adsorcién de adenina y con la pérdida de la reconstruccidn de la superficie del
electrodo,” mientras que a partir del segundo ciclo ya hay un comportamiento
estacionario, en el que solo se registran picos relacionados con la adsorcién y la
desorcién de la adenina sobre la superficie no-reconstruida del oro. El tiempo de
permanencia a los potenciales mas bajos en el transcurso de los barridos no es suficiente
para que la superficie del electrodo recupere la forma reconstruida por via
electroquimica.” Por tanto, los picos que se observan en los barridos estacionarios
solamente se deben al proceso de adsorcion/desorcidon de adenina sobre la forma no

reconstruida de la superficie del electrodo.
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Al pasar de medios acidos a neutros las sefiales de adsorcion/desorcion de la figura 2 se
desplazan a potenciales menores, lo que indica que es necesaria la desprotonacion
previa de la forma catidnica de la adenina antes de adsorberse quimicamente. Sin
embargo los potenciales de pico de adsorcidén/desorcién en medios neutros y bésicos
son muy parecidos lo que podria indicar que a valores de pH préximos al pKa o
superiores podrian adsorberse tanto la forma anidnica de la adenina (AdH2) como la

forma neutra (AdH3).

20 1 pH11.6 d)

_20 u
20 1 pH8 c)

104 pH3 b)

1/ pA cm2

pH 1 a)

20 A

-0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
Evs SCE/V

Fig. 3.2 Voltagramas de la region capacitativa del Au(111) en presencia de adenina 1 mM a los valores de
pH indicados. Velocidad de barrido = 50 mVs™!. Voltagramas estacionarios (lineas continuas). Primeros
barridos obtenidos con el electrodo tratado a la llama, comenzando a los valores de potencial méas bajos

en cada caso (lineas discontinuas).
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3.1.4. Resultados y Discusion de los Espectros FT-IR de transmision en

disoluciones neutras y basicas.

En la figura 3.3 se muestran los espectros de transmision obtenidos en disoluciones 0.1
M KCIO4 0.1M o K KCIO4 0.1M + NaOH y 10 mM de adenina en H,O y DO a dos
valores de pH. Dado el valor de pKa de la adenina en disolucién de 9.8! los espectros a
pH 7 corresponden a la forma neutra de la adenina mientras que los de pH 11 se deben
asociar a su forma anidnica. S6lo se muestra la regiéon comprendida entre 1300-1800
cm’! en la que aparecen las bandas més interesantes en el presente estudio, consistentes
en una sefial intensa debida a tensiones de anillo y a la flexion de tijera del grupo amino,
que en 6xido de deuterio se desplaza a menores frecuencias. En esta misma region

aparece la banda de flexién de OH del agua.

NH2 we 31614 5 u.a.

1599 b)

Absorbancia / u.a.
XL
N
(@)

1700 1650 1600 1550

Numero de onda / cm’™ |

Fig. 3.3 Region 1300-1800 cm! del espectro de transmisién de adenina 10 mM en disoluciones 0.1 M
KClO;4 0.1M 0 KCIO4 0.1M + NaOH : a) D;O y b) H,O a distintos valores de pH/pD: 7 (-¢-¢-)y
11 (—).
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En los espectros obtenidos a los dos valores de pH se observan dos bandas intensas y
solapadas, algo més desplazadas hacia el rojo en el caso del medio basico. La de mayor
nimero de onda se asocia con la vibracion de tijera del grupo amino mientras que la de
menor numero de onda corresponde a tensiones de anillo, que incluye
fundamentalmente las tensiones Cs-Cs y Cs-Nio, y ademas C4-Cs, Co-N3, y Ni-C».2 En
esa misma region aparece la vibracidon de flexion de OH correspondiente al agua, en
torno a los 1650 cm™. Como consecuencia, las sefiales de interés en disolucién acuosa
se observan como bandas anchas. En D>O se elimina por completo la contribucién de la
sefal del disolvente ya que el modo de vibracion de flexiéon O-D se desplaza a 1200 cm™
I, Asi, en la figura 3.3 a las sefiales correspondientes a la adenina son més estrechas. En
estas condiciones s6lo aparece una sefial intensa correspondiente a las tensiones de
anillo que al igual que en medio acuoso se desplaza hacia el rojo al aumentar el pH. La
sefial asociada al grupo amino se desplaza a frecuencias mas bajas (< 1200 cm™) como

consecuencia de su deuteracion.

3.1.5. Resultados y Discusion de los Espectros FT-IRRA para Adenina
Adsorbida sobre Electrodos de Oro desde Disoluciones Neutras y

Basicas en D20.

Cuando la adenina se adsorbe sobre superficies metilicas de oro, segin la regla de
seleccidon superficial, solamente serdan activos los modos vibracionales que contengan
una componente del momento dipolar de la transicion perpendicular a la superficie del
electrodo. Para obtener informacion estructural y poder proponer un modelo para la
adsorcién de la adenina a valores préximos al pKa» se realizan experimentos de
infrarrojo de reflexién interna y externa sobre electrodos de oro utilizando como
disolvente tanto agua como D>O para evitar asi la interferencia de la sefial de flexion de
OH del agua (aproximadamente a 1650 cm™). Asi, la comparacién de los espectros en
disolucidn con los espectros de reflexion externa e interna de la adenina adsorbida sobre
electrodos de oro permite proponer cudles son los centros de coordinacién en la

molécula y la orientacién molecular respecto a la superficie del electrodo.

En la figura 3.4 se muestran los espectros de reflexion externa con luz polarizada s y p
para electrodos de Au(111) en contacto con disoluciones a) neutras y b) basicas de
adenina 1mM en perclorato, preparadas en D-0O. Estos espectros se obtuvieron

utilizando la técnica SNIFTIRS a -0.2V vs SCE, potencial al cual la adenina esta
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adsorbida quimicamente, tal como indican los voltagramas registrados en las mismas
condiciones, y tomando como potencial de referencia -0.6V vs SCE, ya que a este

potencial la adenina estd completamente desorbida.

a b
16{?6 ) 1636 )
0.002 u.a. 0.002 u.a.
3 e«
oc o
e &

o,.°
FR 2N
R / \.  transmision
/ \.,\_}E!f'jm's"f"‘,... IS St ]
T T T T T T
1650 1600 1550 1650 1600 1550

Numero de onda/ cm-1

Fig. 3.4 Espectros SNIFTIR de la adenina 1 mM adsorbida sobre electrodos Au(111) desde disoluciones
KCIO4 0.1 M 0 KClO4 0.1 M + NaOH en DO, con luz polarizada p (Iinea s6lida) y s (linea discontinua).
La sefial R fue obtenida a -0.2 V vs SCE y la sefial Ry a -0.6 V vs SCE. a) pD =7 y b) pD = 11. Parte
inferior de las figuras: espectros de transmisién obtenidos para disoluciones 10 mM de adenina en las

mismas condiciones de pH.

Se observa que a ambos valores de pD los espectros obtenidos con luz polarizada p
muestran bandas bipolares cuya parte negativa coincide en nimero de onda con las
bandas que se observan en los espectros recogidos con luz polarizada s, y a su vez con
las bandas de absorcidon de la adenina en disolucién. La parte negativa de la banda
obtenida con radiacion p se puede entender debida a la pérdida de adenina en la capa
delgada de disolucién entre el electrodo y la ventana de CaF» como consecuencia de la
adsorcién sobre el metal. La parte positiva de las bandas obtenidas en los espectros con
luz p, debidas a la absorcién de radiacién por moléculas de adenina adsorbidas,

aparecen a numeros de onda ligeramente superiores que en disolucién, como
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consecuencia de la interaccion con el electrodo. Ademas, en los espectros obtenidos con
luz p la banda bipolar se desplaza hacia el rojo en medio fuertemente bésico. Por otro
lado, la semianchura de la banda positiva en medio basico es aparentemente menor que
la correspondiente semianchura en medio neutro lo que sugiere que a cada valor de pD
la especie quimica adsorbida en ambos medios es distinta, en buen acuerdo con los
resultados de voltametria ciclica: a valores de pH menores que el pka se adsorbe la
forma neutra (AdH3), mientras que a pH mayores que el pKai lo hace la forma anidnica

(AdH>"), cada una de ellas mayoritarias en disolucion a los respectivos valores de pH

En la figura 3.5 se muestran los espectros de ATR-SEIRA en D;O para electrodos
nanoestructurados de oro en disoluciones de adenina ImM, a distintos potenciales, y
referidos a las senales recogidas en el electrolito soporte a los mismos valores de
potencial, a valores de pD 8.6 y 10.8. Estos espectros se han obtenido sobre la misma
pelicula nanoestructurada de oro, modificando el pD de la disolucién de KCIO4 0.1 M
que contiene adenina ImM, mediante la adicién de una disolucién stock de NaOH. Se
observa que a ambos valores de pD la sefial asignada al modo de vibracion de anillo de
la adenina se desplaza a frecuencias mayores al aumentar el potencial. Ademads, se
observa que las sefales a pD bésico son mas estrechas e intensas y aparecen ligeramente
desplazadas hacia el rojo, cuando se comparan con las correspondientes sefiales a pD

neutro al mismo potencial.
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Fig. 3.5 Espectros de ATR-SEIRA en D,O de la adenina 1 mM a los potenciales indicados a: a) pD = 8.6

y b) pD = 10.8. Referidos al electrolito soporte al mismo potencial.

Estos resultados de ATR-SEIRAS son coherentes con los espectros de reflexion
externa obtenidos sobre Au(111) a distintos potenciales: la banda de vibracion de anillo
de la adenina adsorbida a un potencial alto se desplaza unos 9 cm™ hacia frecuencias
mas bajas al pasar de medio neutro a basico. Ademas la anchura de la banda en medio

basico es menor.

La influencia del potencial en la sefial ATR-SEIRAS debida a la tension de anillo de las
formas neutra (AdD3) y anidnica (AdD>") de la adenina en D>O, es similar para las dos
formas. El ligero desplazamiento con el potencial de los nimeros de onda a los que
aparecen las bandas puede estar originado por el efecto Stark y es practicamente el
mismo para las bandas de las dos formas de la adenina (Fig. 3.6a). Las intensidades de
las sefiales debidas a la tension de anillo de las dos formas de la adenina adsorbida a los
distintos potenciales se han registrado en funcién del potencial en la figura 3.6b. En
dicha figura puede observarse la misma dependencia con el potencial para las sefiales de

tension de anillo de la adenina neutra y anidnica.
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Fig. 3.6 a) Influencia del potencial en el nimero de onda de la banda de tensién de anillo del espectro
ATR-SEIRA de la adenina adsorbida a pD 8 (e) y pD 10.8 (V). b) Intensidades de las bandas en 6a en

funcién del potencial.

El pK. de los compuestos orgénicos adsorbidos sobre superficies electrddicas puede
variar respecto al valor en disolucién cuando estos se adsorben, como consecuencia de
la posible interaccion del adsorbato con el metal o de la influencia que el campo
eléctrico tiene sobre la actividad local de los protones. Para determinar el valor del pKa>
de la adenina en la interfase se analiza en D>O la variacién con el pD de la banda
correspondiente a las tensiones de anillo. En la figura 8a se observa que a 0.2 V vs SCE,
potencial al que la adenina estd adsorbida, esta sefal se desplaza gradualmente hacia
niimeros de onda m4s bajos al aumentar el pD desde 1645 cm™ a valores de pD neutros,
anteriores al pKa, hasta 1637 cm™ a valores de pD mayores que el pKq. Se observa
igualmente que la sefial aumenta en intensidad y se hace més estrecha al aumentar el
valor de pD. Es razonable suponer que la banda que se observa en los espectros ATR-
SEIRA de la figura 7a corresponde a la forma neutra de la adenina en el caso de pD 8.6
y a la forma anidnica para pD 10.8. A valores intermedios de pD, proximos al pKao,
ambas formas pueden estar adsorbidas simultineamente y por tanto ambas contribuyen

a la senales totales que aparecen en la figura 3.7a.
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Fig. 3.7 a) Espectros ATR-SEIRA para la adenina adsorbida sobre peliculas de oro desde disoluciones 1
mM de adenina en D,O a los valores de pD indicados y a un potencial de adsorcién de 0.2 V vs SCE. Los
espectros estan referenciados frente al electrolito soporte al mismo potencial (0.2 V vs SCE). b)
Deconvolucién de la banda experimental a pD 9.8 (——) en una componente a 1637 cm™! (——) y otra a
1645 cm! (- » - « -). El resultado de la combinacién de las dos sefiales deconvolucionadas se muestra
también (- - -). c) Representacién de las 4reas normalizadas en funcién del pD de las bandas a 1637 cm™!
(V) y 1645 cm! (@) que se obtienen al deconvolucionar las sefiales en a) y el mejor ajuste sigmoidal para

cada grafica.

La figura 3.7b muestra la deconvolucion de la sefial a pD 9.8. Se observa que esta sefial
se puede descomponer como la combinacién de dos bandas gausianas-lorentzianas
centradas a 1645 cm™ y 1637 cm™! con las mismas anchuras respectivas que las bandas
obtenidas a los valores de pD extremos. Las areas de las sefiales a 1645 cm™ y 1637 cm™
! obtenidas al deconvolucionar las sefiales obtenidas a distintos valores de pD deben ser
proporcionales a las concentraciones superficiales de la forma neutra (AdD3) y aniénica
(AdD2") de la adenina asi como a la componente de los momentos de transicion en la
direccion perpendicular a la superficie electrodica de la vibracion de anillo en ambas

formas. Para poder comparar las variaciones de las concentraciones superficiales de
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ambas especies con las variaciones de los valores de pD, se han normalizado las areas
de las sefales de cada forma de la adenina con respecto a los valores maximos
obtenidos a los valores de pD extremos, en cada caso. De esta forma se elimina la
influencia de las diferencias en los momentos de transiciéon (en magnitud y direccion)
del modo de vibracion en cada forma de la adenina adsorbida. El valor del pKa en la
interfase para la adenina puede asi estimarse en buena aproximacién como el valor de
pD al cual las intensidades normalizadas de ambas sefiales son iguales. En la figura 7c
estan representados los valores de las intensidades normalizadas para las dos sefales
obtenidas por deconvolucién a 0.2 V vs SCE en funcion de los valores de pD del medio.
En ambos casos se observa un comportamiento sigmoidal y las dos curvas se cortan a
pD 9.8. Este mismo comportamiento se ha observado a valores menores de potenciales.
Por tanto el valor de pKa> para la adenina adsorbida es el mismo que para la adenina en
disolucién, e independiente del potencial. Esto indica que los sitios por los que la
molécula de adenina interacciona con el electrodo estan muy lejos de los atomos
implicados en el equilibrio acido base, es decir el No, y por tanto la adsorcion tiene lugar
por el lado opuesto de la molécula, coordindndose al metal a través del nitrogeno del
grupo amino Njo y de alguno de los nitrégenos del anillo imidazélico, N7 o Ny (Fig. 8),
tal como se han propuesto anteriormente en medios neutro® y 4cido.* Mis
recientemente, los estudios de SNIFTIR cuantitativo® han permitido confirmar que la
interaccion tiene lugar a través del nitrogeno del grupo amino Nio y del nitrégeno

pirimidinico Nj.

a) b) H H
= -
LN N Z N

Au - Au

Fig. 3.8 Modelo de adsorcion propuesto para la adenina sobre electrodos nanoestructurados de oro a

través de Nipy a) N7 b) Ny
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3.1.6. Resultados y Discusion de los Espectros ATR-SEIRA para
Adenina Adsorbida sobre Electrodos de Oro desde Disoluciones

Neutras y Basicas en H>O.

Se han realizado experimentos ATR-SEIRA para la adenina adsorbida desde
disoluciones acuosas a distintos valores de pH y de potencial. Algunos de los resultados
obtenidos para la adsorcion desde disoluciones 1 mM de adenina a distintos potenciales
para valores de pH 6.1 y 10.6 se muestran en la figura 3.9. Los espectros estan referidos
a los obtenidos en el electrolito soporte a los mismos potenciales del electrodo. Se
pueden observar los mismos efectos ya comentados para los experimentos en D>0O, en lo
que respecta a la influencia del potencial y del pH, sin embargo las sefales
espectroscopicas son mas anchas porque engloban ademdas de las debidas al modo
normal de vibracién de anillo, las debidas al modo de vibracién de flexién de tijera del
grupo amino de la adenina. Ademas, las sefiales podrian estar afectadas por la sefal de
vibracion de flexion de los grupos OH del agua, que también aparece en torno a 1600

cm’!. En la figura 3.9 también se incluye la region de 2800-3900 cm!

en la que se
observa una sefial ancha y negativa alrededor de 3600 cm™ asignada a la vibracién de
tension de los OH del agua. Su cardcter negativo en los espectros referidos a los
obtenidos en ausencia de adenina en disolucién a los mismos potenciales, indica la

pérdida de moléculas de agua de la interfase al adsorberse la adenina.
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Fig. 3.9 Espectros de ATR-SEIRA de la adenina adsorbida sobre oro desde disoluciones de adenina 1
mM en H»0, a los potenciales indicados a a) pH = 6.1 y b) pH = 10.6. Espectros referidos a los obtenidos

en el electrolito soporte al mismo potencial.

En la figura 3.10 se comparan las sefiales principales de la regién en torno a 1600 cm!
de los espectros de la adenina adsorbida a un valor de potencial alto (0.2V vs SCE) en
H>0 con los correspondientes en D>O a dos valores de pH, uno neutro y otro béasico.
Efectivamente se observa que las sefales mas anchas en H,O que en D2O. Por otro lado,
a ambos valores de pH las sefiales en medio acuoso aparecen a nimero de onda mas alto
que en medios deuterados, al igual que ocurre con los espectros de transmision (Fig.
3.3). Por otra parte, muestran un comportamiento similar al modificar el pH: la sefial se

hace més estrecha y se desplaza hacia el rojo 10 cm™ al aumentar el pH.
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Fig. 3.10 Comparacién de los espectros de ATR-SEIRA para la adsorcién de adenina 1mM sobre
peliculas nanoestructuradas de oro a pH/pD: a) 11 y b) 7. Las lineas continuas corresponden a espectros
en H>O y las discontinuas en D,O. Todos los espectros estin recogidos a 0.2 V vs SCE y referidos al

electrolito soporte al mismo potencial.

A pesar de las complicaciones debidas a la mayor complejidad de las sefales de la
regién en torno a 1600 cm™!, se ha realizado un anlisis similar al efectuado en medio
D20 en funcién del pH, a distintos potenciales de adsorcion, para calcular el pKa en la
interfase. En la figura 11 se resumen algunos resultados obtenidos a un potencial alto de
adsorciéon (0.2V vs SCE). Los resultados son andlogos a los obtenidos en D>O. En la
figura 3.11b puede observarse como ha sido necesario introducir en la deconvolucion la
sefial correspondiente a los modos de vibracién de tensién de OH (1648 cm™) del agua
que aparecen en esta region espectral y que no han sido completamente corregidas al

referir los espectros a los obtenidos en ausencia de adenina. Con todo, el valor de pKa
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que se obtiene en la interfase es el mismo que en disolucion, dentro de los errores

experimentales.
|
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Fig. 3.11 a) Espectros de ATR-SEIRA para la adenina adsorbida sobre peliculas de oro a 0.2 V vs SCE
desde disoluciones 1 mM en H,O a los valores de pH indicados y referenciados a los obtenidos en el
electrolito soporte a 0.2V vs SCE. b) Deconvolucién de la banda experimental a pH 9.6 (——) en una
componente a 1665 cm™ (——), 1679 cm™ (——) y otra a 1648 cm! ( ). Se muestra también el

resultado de la deconvolucién por combinacién de todas las sefiales (- - -). ¢) Representacién en funcién
del pH de las areas normalizadas de las sefiales de las bandas a 1679 cm™ (V) y 1665 cm! (@) que se

obtienen al deconvolucionar las bandas experimentales en a). Se muestran también (en lineas continuas

rosas y azules) las mejores lineas sigmoidales que se ajustan a las curvas intensidades vs pH.

En estudios previos del grupo de investigacion,* se ha comprobado que en medios
fuertemente acidos la adsorcién de adenina implica también la co-adsorcion del
disolvente, tal como indicaban las bandas en la regién de 2800-3900 cm,
caracteristicas de la tension de OH del agua. La intensidad de estas bandas aumenta con

el potencial, al igual que las sefiales de adenina.* Ademas se propuso que la adsorcién
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de agua estd determinada por la co-adsorcién de iones perclorato en las regiones del

electrodo libres de adenina adsorbida.

Sin embargo, en los espectros de ATR-SEIRA para la adenina adsorbida a valores de
pH neutros y basicos en la regién de 2800-3900 cm™! (Fig. 3.12) no se observan bandas
positivas que se puedan asignar a los modos normales de vibracion de tensiéon de OH.
En esa region espectral solamente se observan dos sefiales positivas en torno a 3217 cm’
'y 3370 cm™ que corresponden a los modos normales de vibracion de tensién simétrico
y asimétrico del grupo amino, respectivamente. Por el contrario, tal como ya se ha
comentado, el carécter negativo de la banda ancha a 3490 cm™!, que se asigna a un modo
de tension caracteristico de agua, sugiere que ésta es desplazada de la superficie del
electrodo al adsorberse la adenina. Parece, por tanto, que en medios neutros y basicos
no se co-adsorbe el agua, contrariamente a lo observado en medio 4cido, por lo que se
puede pensar que en medio acido debe ser el ion hidronio el que induce la co-adsorcion.
Por otra parte, cabe destacar que la adsorcion de la adenina desde los medios neutros y
basicos tiene lugar a potenciales mas negativos que en medio 4cido, a los que no se
detecta la adsorcién de aniones perclorato, por lo que también podria entenderse que no
se produce la co-adsorcion del agua, al estar inducida por la co-adsorcién de los aniones

perclorato, tal como los experimentos en medio 4cido parecen indicar.

0.005 u.a. 3370 3217
3500
\jﬁjn\_
3490
3900 3600 3300 3000

Numero de onda/ cm-1
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Fig. 3.12 Espectros de ATR-SEIRA para la adenina adsorbida sobre electrodos nanoestructurados de oro
desde disoluciones 1mM de adenina a diferentes valores de pH. Los espectros se obtuvieron a 0.2 V vs

SCE y estan referidos al espectro obtenido en el electrolito soporte al mismo potencial.
3.1.7. Conclusiones

Tanto los espectros de reflexion externa de la adenina adsorbida sobre electrodos de
Au(111) como los de ATR-SEIRA de la adenina adsorbida sobre electrodos
nanoestructurados de oro, han puesto de manifiesto la adsorcion de dos formas distintas
de la adenina en funcién del pH de la disolucién. La conclusion se ha basado en que la
sefial mas intensa en torno a 1600 cm™, asignada a un modo normal de vibracion de
tension del anillo pirimidininico, presenta caracteristicas distintas en medios neutros y
basicos: la sefial en medio basicos es mas intensa y estrecha y estd desplazada hacia
nimeros de onda més bajos que la sefial en medios neutros, en buena concordancia con
los espectros de transmision de la adenina en disoluciones bésicas y neutras en las que
las formas que predominan en disolucién son la forma anidnica desprotonada (AdD>") y

la neutra (AdDs) de la adenina respectivamente.

La alta resolucidon y sensibilidad de los experimentos ATR-SEIRAS han permitido
deconvolucionar las bandas en torno a 1640 cm™ correspondientes a las vibraciones de
anillo de las dos formas moleculares de la adenina en un rango de pD desde 8.6 hasta
10.8. A partir del andlisis de las variaciones de las areas normalizadas de dichas sefales
se ha podido obtener el valor del pKa.» de la adenina adsorbida. Este valor de pKa
coincide con el de la adenina en disolucién y es independiente del potencial de la
interfase, lo que confirma el modelo propuesto en trabajos anteriores para la adsorcion
de adenina sobre electrodos de oro, en el que los atomos implicados en la interaccion
con el electrodo son el nitrégeno del grupo amino, Nio, y N1, pero no el No que es el que

estd implicado en el segundo equilibrio 4cido-base de la adenina.

Los experimentos de FT-IRRAS similares, realizados en H>O a distintos valores de
potenciales y de pH del medio presentan bandas mas anchas en la region en torno a los
1600 cm™ ya que aparecen ademis en esta region las sefiales de flexion de tijera del
grupo amino y la de flexién de los OH de la molécula de agua (esta dltima puede no
corregirse bien). No obstante, los experimentos confirman las conclusiones acerca de la
adsorcion de las dos formas de la adenina implicadas en el segundo equilibrio acido-

base, y el andlisis de las areas normalizadas de las sefiales en funcién del pH del medio
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han permitido obtener el mismo valor de pKa». Por otra parte, la comparacién de los
espectros ATR-SEIRA en la regién de altos nimero de onda (2800-2900 cm)
obtenidos en disoluciones acuosas a valores de pH neutros y bésicos ponen de
manifiesto que en estas condiciones no tiene lugar la co-adsorcién de agua ni la de iones

perclorato, contrariamente a lo observado en medio acido.

90



3.2 Adsorcion de timina sobre electrodos de oro. Influencia del pH

3.2.1. Introduccion

La timina en disolucioén esta implicada en un unico equilibrio 4cido-base con un valor
de pKa de 9.6. La desprotonacion de la timina a su vez puede dar lugar a dos especies

tautoméricas (Fig. 3.13) tal y como se describi6 en el capitulo 1.

o o)
NH - pk,=9.6 NH N®
o N o N o
=) H

Tautémero Tautémero
desprotonado en N, desprotonado en N,

Fig. 3.13 Comportamiento dcido-base de la timina

La estabilidad de ambos tautomeros en disoluciones acuosas ha sido estudiada por
espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis) y técnicas espectroscOpicas concluyendo

que en disoluciones basicas estin presentes en las proporciones similares.’

La adsorcién de la timina sobre electrodos de Au(111) ha sido estudiada utilizando
métodos electroquimicos clasicos, XPS “ex situ”, STM “in-situ” y Espectroscopia de
reflexion absorcién infrarroja por transformada de Fourier in situ (FT-IRRAS) en la

configuracion de reflexién externa!®!!

concluyendo que el estado quimisorbido o
fisisorbido y la orientacién que la timina adopta respecto al electrodo depende
fuertemente del potencial aplicado como se describié en el capitulo 1. Ademas la
adsorcion de la timina sobre el electrodo de oro parece indicar la desprotonacién previa

de la misma antes de adsorberse.

Estudios posteriores en los que se combinan calculos tedricos DFT con técnicas de
espectroscopia Raman han sugerido que adsorbido sobre nanoparticulas de oro y plata el

tautobmero mas estable es el N3, sin embargo el tautdbmero N también puede detectarse.

En esta parte del capitulo de utiliza la espectroscopia de ATR-SEIRA (descrita en
detalle en el capitulo 2) para estudiar la adsorcidn de timina sobre electrodos de oro en
un amplio rango de pH con el fin de analizar el equilibrio tautomérico de la timina

adsorbida. Los resultados espectroscopicos se han interpretado haciendo uso de calculos
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DFT de ambas formas tautoméricas adsorbidas sobre superficies de oro. La gran
sensibilidad de la técnica espectroelectroquimica nos ha permitido analizar la
preponderancia de cada tautdmero de timina en funcién del pH. Ademés se ha
determinado la influencia del campo eléctrico en la orientacién del plano molecular y
los sitios de interaccion con el metal de los tautomeros adsorbidos estudiando la regién
espectral entre 2800-3300 cm! que comprende las tensiones de CH y CHs. Los
resultados se han explicado sobre la base de la energia de interaccidn electrostitica con
el momento dipolar permanente. También se incluye el estudio de la coadsorcién del
agua con los tautomeros desprotonados en Ni y N3 a partir del anélisis de la region

espectral 2800-3900 cm™.

Los resultados obtenidos en esta segunda parte del capitulo han dado lugar a una

publicacién en la revista Electrochimica Acta.!'
3.2.2. Experimental

3.2.2.1. Reactivos

Se utilizd H2O ultrapura y D20 (Sigma-Aldhrich®) para preparar la disolucion de
electrolito soporte (HCIO4 0.1 M, KCIO4 0.1 M y KCIO4 0.1 M + NaOH) y la
disolucién de stock de timina (Sigma-Aldhrich® sin mas purificacién) de concentracion
10 mM. Los experimentos de infrarrojos obtenidos en configuracion de reflexion
interna se realizaron tanto en H>O como en D>O en los mismos electrolitos soportes
(HCIO4 0.1 M a pH 1, KClO4 0.1 M a pH 7 y KClO4 0.1 M + NaOH a pH 12). La
concentraciéon de timina en estos experimentos fue 1 mM. Los experimentos de
transmision se realizaron en agua y en medio deuterado con una concentracion de

timina de 10 mM.
3.2.3. Resultados de Voltametria ciclica

En la figura 3.14 se muestran los voltagramas ciclicos obtenidos a diferentes valores de

pH para disoluciones de timina 1 mM sobre electrodos monocristalinos de Au(111).

A pH 1 se pueden distinguir claramente tres regiones en funcién del potencial descritas
por Roelfs y colaboradores.!” Los limites entre cada fase vienen marcados por picos de
transicion de fase T1/T1* y T2/T2*. En orden creciente de potencial la primera

corresponde a una fase fisisorbida desordenada (I), la siguiente se debe a una fase
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fisisorbida con las moléculas ordenadas (II) y la dltima se atribuye a una fase en la que

las moléculas de timina estan quimisorbidas (III).

101 pH=12 c)

-10 A

10 - T2 b)

1/ A cm2

10 -
pH = 1 | [ I a)

m T2*

-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
EvsSCE/V

Fig. 3.14 Voltagramas estacionarios de electrodos Au(111) obtenidos en disoluciones de timina 1mM a

los valores de pH indicados. Velocidad de barrido 50 mV/s.

Al aumentar el pH los picos de transicion de fase T2/T2* se desplazan a potenciales
menores al tiempo que se hace cada vez més pequefia la region (II) del voltagrama hasta
que finalmente desaparece a valores de pH altos. Por su parte, los picos de adsorcion
quimica se desplazan hacia valores mas bajos de potencial a medida que aumenta el pH
del medio. Esto sugiere que la formacion de la fase quimisorbida esta conectada con una
desprotonacion previa de la molécula como ya han sugirieron previamente Roelfs y

colaboradores.'?



3.2.4. Resultados y Discusion de los Espectros FT-IR de transmision en

disolucion

En la figura 3.15 se muestran los espectros de transmision en la region entre 1800-1500
cm! obtenidos en H>O y D,O para disoluciones de timina 10 mM a tres valores de pH.
Cabe destacar la gran coincidencia de los espectros a pH 1 y 7, y su diferencia con los
espectros obtenidos a pH 12, lo que sugiere que los espectros en medios acido y neutro
se deben a la forma neutra de la timina que es la predominante a ambos valores de pH,
en tanto que a pH basico el espectro esta originado por alguno de los tautomeros de la

timina anionica desprotonada, conforme al valor del pK. en disolucion 9.6.

En medios deuterados las bandas de mayor intensidad se corresponden con los modos
normales de vibracion de los dos grupos CO y con la del modo normal de tensién de
Cs=Cs. Ademas aparecen algunas bandas de menor intensidad que se asocian flexiones
de CH o CHas. El espectro de transmision obtenido en D>O a pH 12 presenta las mismas
caracteristicas que el obtenido por Wierhowski para la timina en disoluciones de NaOD
0.01 M.? En medios acuosos esta regién del espectro incluye ademas el modo normal de
vibracion de flexion de NH y el de flexion HOH del disolvente. No obstante, las

asignaciones se discutirdin méas adelante sobre la base de calculos DFT.
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Fig. 3.15 Espectros de absorcion de infrarrojos para disoluciones de Timina 10 mM en: a) DO y b) H,O
a distintos valores de pH; pH 1 (——), pH7 (---) ypH 12 (-2 - ¢ -).

En la region del espectro comprendida entre 2800 y 3300 cm™ (no mostrada en la
figura) se encuentran las sefales asociadas a los modos normales de vibracion de
tension de CH y NH pero ambas poseen momentos dipolares de la transicion pequefios
por lo que son bandas muy débiles. Ademas, la banda correspondiente a los modos
normales de vibracioén de tension de NH no se puede detectar con facilidad debido al
solapamiento con las vibraciones de tension OH del disolvente. En el caso de los
medios deuterados las bandas de los modos de tension ND y OD se desplazan a

ndmeros de onda inferiores.
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La asignacion de las bandas principales se da en la Tabla 1 y estdn basadas en nuestros
calculos DFT, en comparacion con los espectros experimentales obtenidos en los
medios acuosos y deuterados. Las frecuencias de las sefales de los espectros tedricos
en la region entre 1800-1500 cm’! obtenidos para la timina neutra son comparables
(teniendo en cuenta las diferencias en los factores de escala correspondientes)'® con los
valores y la asignacién aportada por Chandra y colaboradores,'* obtenida a partir de
calculos DFT usando como nivel de teoria un B3LYP / 6-31++G(d,p), y al espectro

15 Ademas las frecuencias

experimental de timina en una matriz de Ar y Na.
experimentales obtenidas en medios acidos y neutros en D>O son proéximas a las
calculadas para la timina neutra. En el caso de la timina no deuterada las sefiales
calculadas en esta regién incluyen contribuciones de los modos normales de flexion NH
mientras que en el caso de la timina deuterada estas sefiales se desplazan a nimeros de
ondas més bajos como consecuencia del intercambio isotdpico con el disolvente. En los
espectros experimentales en agua los modos normales de tension de C20, C40 y CsCs
aparecen a frecuencias discretamente menores que las obtenidas tedricamente, esto
puede atribuirse a las interacciones por puentes de hidrégeno que experimenta la timina
en disolucién. De hecho, si se introducen dos moléculas de agua en los calculos
computacionales las frecuencias tedricas se aproximan mas a las experimentales. Giese
y colaboradores han encontrado un efecto similar en los estudios DFT de Raman
realizados para la hidratacion del uracilo, al igual que Chandra y colaboradores lo han

encontrado para la interaccion de timina con una molécula de agua, utilizando un nivel

de teoria B3LYP / 6-31++G(d,p).'®

Las frecuencias de las bandas espectrales obtenidas en medios deuterados a pD 12 son
coincidentes con las calculadas para los tautémeros desprotonados en Ni y Ni3. En
disolucién acuosa a pH 12 la banda ancha obtenida experimentalmente a 1600 cm!
podria deberse a una combinacién de sefiales de ambas formas tautomércias solapadas
con una banda ancha de flexiéon de HOH del disolvente, que a este valor de pH es muy
elevada. Estos resultados sugieren que en disoluciones bdasicas ambas formas
tautoméricas desprotonadas de la timina estdn presentes como ya propusieron

previamente Wierchowski y col.’
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Tabla 1. Frecuencias de vibracion de los espectros experimentales para la timina en DO y H>O y las frecuencias de vibracién tedricas obtenidas por calculos
DFT para la timina neutra y desprotonada en N y Ns.

DO

Expe. pD =1-7 Calc. Timina D, Expe. pD = Cal. TiminaD" (N,) Cal. Timina D" (N3)

2961 cm™ w-3122cm’!; str CsH 2958 cm™! 3004 cm™'; asym str —CH; 3050 cm!; str CsH

2924 cm’! w-3057 cm!; asym str —CH; 2924 cm’! 2971 em’'; str CsH 3001 cm™'; asym str —CH3

2852 cm’! w-2972 cm!; sym str —CH3 2857 cm’! 2961 cm’!; sym str —CHj3 2932 cm!; sym str —CHj3

1695 cm’! s- 1741 cm™; str C,0 1658 cm’! s- 1635 cm™!, str C40-C,0 m- 1655 cm’'; str CsCe-C20

1673 cm’! s- 1688 cm!; str C,0 1606 cm! s- 1597cm™, str C40-C.0 m- 1624 cm™; str C,O+C40+CsCs
1652 cm’! w- 1641 cm’; str CsCs 1545 cm’! m-1550 cm’’; str CsCs s-1543 cm™'; str C4O

1625 cm!

H,O

Exp. pH =1-7 Cal.Timina H, Exp. pH =12 | Cal. Timina H(N;) Cal . H (N3)

1704 cm! s- 1754 cm™ (1685); str C,0, 1600 cm! $-1630 cm’!, sym str C4O+C,0 s- 1657 cm’!; str C40-C,0-CsCs

(sh) 1690 cm!

1666 cm’!

bend Ni{H+NzH

s- 1699 cm™ (1302); str C40, bend

N;H

w-1641; str CsCs

vs- 1618 cm™!; asym str C40+C,0
bend N;H

m- 1552 cm’!; str CsCs

m- 1637 cm’!; str C40+C5Cs

s- 1548 cm!; str C40-C,0-CsCs

(w-débil, m-medio, vs-muy fuerte, s-fuerte, str- tensidn , bend- flexién, sh-hombro)




3.2.5. Resultados y Discusion de los Espectros FT-IRRA para la timina

adsorbida sobre Electrodos de Oro.
3.3.5.1. Espectros ATR-SEIRA en la Region Espectral 1300 a 1800 cm.

En la figura 16 se representan los espectros de ATR-SEIRA en la region de 1300-1800
cm! a tres valores de pH, para la timina adsorbida sobre peliculas de Au a potenciales
altos, a los cuales la timina se debe encontrar adsorbida quimicamente, segin indican
los voltagramas correspondientes (Fig. 3.14). El disolvente ha sido D>O (Fig. 3.16a) y
H20O (Fig. 3.16b). En la parte inferior de las figuras se han incluido también los
correspondientes espectros de transmision obtenidos en las mismas condiciones, para
su comparacion con los de las especies adsorbidas. Se puede observar que las bandas
muestran mayor relacion sefial / ruido que los espectros de timina en disolucién y una
mayor sensibilidad que los espectros de SNIFTIR para la timina adsorbida sobre
electrodos de Au(111).!'! De acuerdo con las reglas de seleccién superficial una
vibracion solo puede ser activa en ATR-SEIRAS si tiene un momento dipolar de la
transicion con al menos una componente normal al electrodo. Por tanto, como todas las
vibraciones en la regién 1300-1800 cm™ corresponden a modos vibracionales en el
plano, el plano molecular de timina no puede estar orientado paralelo al electrodo, al

menos debe estar algo inclinado respecto al mismo.

Los espectros de ATR-SEIRA muestran una clara dependencia con el pH en ambos
disolventes. En medio 4cido en D20 se observa una banda de absorcién de intensidad
media a 1648 cm!, una de absorcién fuerte a 1581 cm™!, con un hombro a 1567 cm™!, y
una més débil a 1478 cm’!, mientras que en medio basico se pueden distinguir tres
sefiales solapadas a 1631 cm™, 1574 cm™ y 1527 cm™ (siendo la banda de mayor
frecuencia la mis intensa) y una sefial débil a 1413 cm™. En H,O en medio 4cido
aparecen dos sefiales fuertes a 1656 cm™ y 1597 cm™ y una débil a 1490 cm™! mientras
que en medio bésico se observa una sefial intensa y ancha centrada a 1643 cm™'. A
primera vista, las diferencias en los espectros a potencial alto obtenidos a pH 1 y 12
pueden indicar que las especies adsorbidas responsables de las sefiales de absorcion
son diferentes a cada valor de pH o, alternativamente, que la misma especie es
responsable de la absorcion a ambos valores de pH pero con diferentes orientaciones

del plano molecular con respecto a la superficie de reflexion. Curiosamente, a pH 7 los
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espectros de ATR-SEIRA obtenidos tanto en H>O como en D0 incluyen sefiales que

estin presentes en los espectros a los dos valores de pH extremos (1 y 12).

oD 1 1581 0.76V | \p7 0.5V | op 12 1631 0.2V

’
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Fig. 3.16 Espectros de ATR-SEIRA, en la region entre 1300-1800 cm!, para la timina adsorbida sobre
peliculas nano-estructuradas de oro desde disoluciones 1 mM de timina en a) D-O y b) H»O, a los valores
de pH y a los potenciales indicados. Los espectros estan referidos a las sefiales obtenidas en el electrolito

soporte al mismo potencial. Espectros de transmisidn en disolucion de la timina en las mismas

condiciones de pH y disolvente (lineas discontinuas a los pies de cada figura).

Asi en la figura 3.16 el espectro de ATR-SEIRA a pD 7 se representa como
combinacién lineal (linea discontinua) de los espectros a pD 1 (linea roja continua) y
pD 12 (linea rosa continua). Estas observaciones sugieren la existencia de dos especies

diferentes adsorbidas a pH 1 y 12 que pueden co-adsorberse a pH 7. Por otro lado se
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pueden plantear dos posibilidades sobre la naturaleza de las dos especies adsorbidas
dependientes del pH: por una parte, se podria pensar en la co-adsorcidon de las dos
formas implicadas en el equilibrio acido-base de la timina, es decir, la forma neutra
protonada de la timina y alguno de los tautdmeros de la timina aniénica desprotonada.
Por otra parte, cabe la posibilidad de que solo la timina desprotonada pueda adsorberse,

pero en sus dos formas tautoméricas.

La comparacién de los espectros de la timina adsorbida a los distintos valores de pH
con los correspondientes espectros en disolucion puede ayudar a dilucidar estas
cuestiones. Asi, se observan en la figura 16 claras diferencias en los comportamientos a
pH 1 y 12. A pH 12 las senales de los espectros de ATR-SEIRAS para la timina
adsorbida aparecen casi a los mismos nimeros de onda que las sefiales correspondientes
de los espectros en disolucion, por lo que es probable que a este valor de pH la misma
forma de timina que estd presente en disolucidon sea la que se encuentre en estado
adsorbido, por lo tanto debe ser la forma anidénica desprotonada. Sin embargo a pH 1 las
sefiales en el espectro de ATR-SEIRA se desplazan al rojo respecto a la disolucion
cuando la timina se adsorbe. Este efecto se puede deber a la desprotonacion de la timina
al adsorberse, lo que estaria de acuerdo con los resultados voltamétricos (Figura 3.12c).
Por tanto las diferencias en los espectros de adsorcién de timina a pH 1 y 12 solamente
pueden estar relacionadas con la adsorciéon de diferentes tautémeros de la timina
desprotonada a diferentes valores de pH, de tal forma que el tautémero desprotonado en
N3 sea probablemente el que este adsorbido en medio 4cido mientras que el
desprotonado en Nj sea la especie adsorbida en medio basico. Roelfs y colaboradores ya
descartaron la adsorcidon de una forma neutra de timina incluso en medio muy acidos
basandose en estudios de STM electroquimico in-situ y en medidas de SNIFTIRS y
SXPS para la timina adsorbida sobre electrodos de oro.'*!! Estos autores propusieron un
modelo para la quimisorcion de la timina en medio 4cido con la molécula desprotonada
en N3 orientada en posicion vertical sobre la superficie electrédica de tal forma que la

molécula interacciona con el electrodo a través de N3 y ambos grupos carbonilos.

Para confirmar esta hipotesis se han calculado por el método DFT los espectros de
ambos tautomeros de timina adsorbidos sobre superficies de oro. Se ha optimizado la
geometria y calculado las propiedades vibracionales de la timina utilizando una

superficie no re-reconstruida de Au(111) de 19 atomos, de tal forma que el tamao del
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clister es suficientemente grande como para evitar la unién de la molécula de timina en

los bordes durante la optimizacion de la geometria.

ey
17777

-

1777

Fig. 3.17 Geometrias optimizadas para los tautdmeros de la timina desprotonado en a) N; y b) N3

adsorbidos sobre un clister de 19 4tomos de oro

Las geometrias optimizadas se representan en la figura 3.17 de tal forma que una vez
optimizadas el tautdmero desprotonado en N3 estd orientado en la direccion normal a la
superficie con ambos grupos carbonilos y el nitroégeno N3 dirigidos hacia el electrodo,
quedando el plano girado ligeramente (c.a. 10 grados) respecto a la direccion principal
del cristal de oro. Las distancias entre el nitrogeno en N3 y los dos dtomos de oxigeno

(O7 y Og) y el correspondiente 4&tomo de oro més cercano son 2.59 A, 3.19 A y 2.45 A,

101



respectivamente por lo que la interaccion con el electrodo se lleva a cabo
principalmente por N3 y Os. El tautdmero desprotonado en N también esta orientado en
la direccién normal al electrodo pero en este caso N y Og son los &tomos mas proximos

al atomo de oro superficial con unas distancias de 2.77 A y 2.89 A respectivamente.

Las frecuencias de vibracién en la region alrededor de 1600 cm™!

calculadas para las
geometrias optimizadas de los tautdmeros de timina desprotonados en N3 y Nj
adsorbidos sobre electrodos de oro vienen dadas en la Tabla 2, en comparacién con los
valores experimentales a pH 1 y 12 en D>O y H>O. Cabe destacar que la mayoria de las
sefiales calculadas en la region espectral entre 1300-1800 cm™ muestran contribucién de

diferentes modos normales de vibracion individuales.

En D>O el espectro tedrico para el tautdbmero desprotonado en N3 muestra dos bandas
intensas de adsorcién; una a 1640 cm™!' debido a la vibracién de tensién de CsCs y otra a
1586 cm™! debido a las vibraciones de tensién de los grupos carbonilo, asi como una
sefial débil a 1463 cm! como consecuencia de los modos normales de flexién de los
grupos metileno y metileno. Estas sefales pueden correlacionarse con las bandas
experimentales del espectro de ATR-SEIRA obtenidas a pD 1 (dos bandas intensas a
1648 cm! y 1581 cm™ y una banda débil a 1478 cm!). Las sefiales aparecen a
frecuencias mas bajas que en el espectro calculado para el mismo tautémero en
disolucién, lo que indica que la molécula interacciona con electrodo de oro por los
atomos que participan en estos modos de vibracion. Los céalculos DFT proporcionan una
sefial intensa a 1414 cm™ debida fundamentalmente a los modos vibracionales de
tension de C4O0 y C20 que pueden asociarse con la banda experimental a 1440 cm’!

aunque ésta es mas débil.

Se puede encontrar una correlacidon similar para este tautomero desprotonado en N3 en
el caso de disoluciones acuosas. De esta forma el espectro calculado presenta dos
bandas intensas a 1645 cm™ y 1599 cm™ correspondientes a la vibracién de tensién de
CsCe y a la vibracion de tension de los grupos carbonilos acoplada con la flexién de
NiH, respectivamente. Ademas se observan bandas débiles a 1463 cm™ 1447 cm! y
1410 cm™ que podrian corresponderse con las sefiales de los espectros experimentales

de ATR-SEIRA que aparecen a 1490 cm™!, 1440 cm™! y 1403 cm! respectivamente.
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Tabla 2. Frecuencias experimentales de ATR-SEIRAS de la timina quimicamente adsorbida sobre electrodos de oro en H>O y D>O y las frecuencias tedricas obtenidas por
calculos DFT para los tautémeros desprotonados en N; y N3 para la timina adsorbida sobre un cldster de 19 atomos de oro, optimizando

D20 H:0
pD=1 pD 12 N3 tautémero N1 tautémero pH=1 pH 12 N3 tautémero N1 tautémero
3070 cm’! 3070 cm?  w-3101 cm!; str -CH w-3051cm™; vas -CH3 3072 cm’! w-3101 cm’!; str CH w-3051 cm’!; as str -CH3
2985 cm’! 2977 cm'  w-3032 cm’!; asym -strCH3 w-3039 cm’!; str CsH 2973 cm’! w-3032cm™; as str —-CH3 w-3038cm™!; str CsH
2962 cm’! 2926 cm™! w-2959 cm'; sym str —CH3 w-2954 cm’!, sym str CHs | 2931 cm’! 2959 cm!; sym str CHs 2956 cm’!; sym str —CH3
(sh)
1648 cm’! 1631 cm™  s-1642 cm’!, str CsCe+bend CH  str C4O 1656 cm™ 1643 cm™! s-1645 cm™!, str CsCobend CH 1639 cm’!; str C4O +
bend N3H
1581 cm’! 1574 cm?  s-1586 cm!; str C20+C4O 1597 cm™? 1558 cm’! s-1599 cm; str C20+CsO w-1567 el str C4O
1567 (sh) bend N1H bend N3H

1527 cm’! w-1558 cm!;str C20 1506 cm™! vw-1493cm™;Str—CsCo-C2C3
1478 cm’! w-1463 cm’!; bend CH3+CH vw-1483 cm™; str CsCe 1490 cm™! m-1463 cm™'; bend CH3 + CH
1440 cm’! s-1414 cm’!; str C40+C20 w-1445 cm’'; bend 1440 cm’! w-1447 cm’'; bend NiH w-1445 cm!; bend CH, CH3

CHs + CH

1407 cm™! 1413 cm!  m-1393 cm’'; ring brth w-1393 cm’!; ring brth 1403 cm? 1390 cm? m-1410 cm™, str C4O w-1399 cm!; ring brth

(vw-muy débil, w-débil, m-medio, s-fuerte, str- tension y bend- flexion)




El espectro tedrico de la forma deuterada del tautomero desprotonado en N; exhibe una
banda de absorcién intensa a 1624 cm™!, asociada con la vibracién de tensién de C40, y
dos bandas débiles a 1558 cm™ y 1483 cm™ que se atribuyen a los modos normales de
vibraciéon de tension de C>O y CsCs respectivamente. Estos resultados concuerdan
bastante bien con los resultados experimentales en medio basico, en los que se observa
una banda intensa y ancha a 1627 cm™! y dos bandas débiles a 1573 cm™ y 1521 cm™..
En medio acuoso el espectro experimental a pH 12 contiene una banda intensa y ancha a
1643 cm™ que se relaciona bastante bien con los cdlculos tedricos para el tautémero en
N en los que se obtiene una sefial intensa a 1639 cm™ debido a la vibracién de tensién
de C40 acoplada con la vibracion de tension de N3H, dos sefiales muy débiles a 1558
cm y 1506 cm™ que pueden asociarse con las frecuencias tedricas calculadas a 1567
cm’! asociada a los modos normales de tension de C20 y flexiones de N3H y una banda
a 1493 cm’! que tiene contribuciones de los modos normales de vibracién de tensién de

CsCs y C2C3 asi como de flexiones CHs.
3.2.5.2. Espectros ATR-SEIRA en la Region Espectral 2800 a 3900 cm'!.

En la figura 18 se muestran algunos espectros de la timina adsorbida, en la regién
comprendida entre 2800 y 3200 cm’!, obtenidos en medios deuterados a potenciales
altos. En esta region se encuentran las bandas débiles asociadas a los modos normales
de vibracién de tension del grupo metilo (CHs.) y las de tensidon del grupo metileno

intraciclico (CH).
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Fig. 3.18 Espectros de ATR-SEIRA, en la region entre 2800-3300 cm’, para la timina adsorbida sobre
peliculas nanoestructuradas de oro a los potenciales indicados a partir de disoluciones en DO a los
valores de pH indicados. Los espectros estan referidos a las sefiales obtenidas en el electrolito soporte al

mismo potencial. La figura incluye los resultados de la deconvolucién de las sefales experimentales

correspondientes a los modos normales de vibracion del grupo metilo: simétrica (- - -) y asimétrica (- - -).

Al comparar con los espectros en disoluciéon (Fig. 3.15) tanto a pD 1 como a pD 12 se
observa un desplazamiento de las sefales hacia nimeros de ondas mayores como era de
esperar para las frecuencias de estos modos normales de vibracion de tension. Los
espectros obtenidos a los dos valores de pD extremos se pueden deconvolucionar en tres

bandas gausianas-lorentzianas, que muestran cambios en la altura relativa en funcién del

105



pD del medio. Ademas, al aumentar el pD también se produce un cambio en las
frecuencias de las dos bandas hacia nimeros de ondas mas bajos. El espectro a valores
de pD intermedios es una combinacion de los espectros de los dos valores de pD
extremos. Si se asume que la timina orienta su plano molecular perpendicular a la
superficie del electrodo estas bandas deben corresponderse con las vibraciones de
tension del grupo metilo (la vibracion simétrica, y la vibracion asimétrica en el plano
que contiene una componente del momento dipolar de la transicion que se localiza en el
plano de la molécula) y la vibracidn de tension del metileno. EI modo normal de tension
asimétrico de metileno fuera del plano tendria un momento dipolar de la transicién que
es normal al plano molecular por lo que no es activo para esta orientacion de la
molécula. En la Tabla 2 se recogen también las frecuencias calculadas en esta region del
espectro para los tautomeros de la timina desprotonados en Ni y N3: los valores de las
frecuencias calculadas para las vibraciones en esta region de los dos tautdmeros son
bastante parecidas, lo que dificulta la identificacién de los isémeros. No obstante, las
asignaciones a los distintos modos es diferente en cada tautomero, de ahi la significativa
diferencia de perfiles espectrales que se observan experimentalmente a pD 1 y a pD 12.
Asi, en el caso del tautdbmero desprotonado en N3 la sefial a mayor nimero de onda es
debida a la vibracion de tensién de CH mientras que para el tautomero desprotonado en
Ni se debe a la vibracion de tensidn asimétrica de CHs en el plano molecular. Los
calculos para las moléculas libres de los dos tautomeros (Tabla 1) también mostraban
este intercambio de asignaciones entre las seflales V(CH) y vas(CH3) de los dos
tautdmeros, por lo que no estd originado por la adsorcion. Las asignaciones de las
bandas experimentales de los espectros a pD 1 y pD 12 que se indican en la figura 18 se
han llevado a cabo conforme a los célculos tedricos realizados para los tautomeros de la

timina desprotonados en N3 y N; respectivamente.

En disolucién acuosa, la proximidad de las bandas asociadas a los modos normales de
vibracion de tension OH del disolvente en esta regidon espectral no permite una

visualizacién adecuada de las sefiales debidas a los grupos metileno y metilo.

Sin embargo en la regién espectral comprendida entre 2800-3900 cm™ es posible
estudiar la posible co-adsorcidn las moléculas de agua con los tautomeros N y N3 de la
timina dependiendo del pH del medio como puede verse en la figura 3.19. Ademas en

esta figura también se incluye la region entre 1300-1800 cm™
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Fig. 3.19 Espectros de ATR-SEIRA en H»O de la timina 1 mM adsorbida sobre electrodos
nanoestructurados de oro a los potenciales indicados a a) pH = 1, b) pH = 7 y ¢) pH = 12. Referidos frente

al electrolito soporte al mismo potencial.

A pH 1 a potenciales a los que la timina no estd adsorbida quimicamente (-0.2V vs SCE
en la Fig. 3.19a) en la region de 2800-3900 cm™! se observa una banda ancha a 3411 cm’
! asignada a las vibraciones de tensién de OH del agua. Esta banda va desapareciendo a
medida que aumenta el potencial y la timina va adsorbiéndose quimicamente sobre la
superficie electrodica hasta convertirse en una banda negativa a -0.6V vs SCE lo que
sugiere que la timina al adsorberse quimicamente desplaza moléculas se agua de la

superficie del electrodo.

Sin embargo a pH 8 a potenciales en los que la timina esta adsorbida fisicamente sobre
la superficie electrédica (-0.3V vs SCE Fig. 3.19b) en la regién de 3000-4000 cm™ se
puede observar una banda ancha 3440 cm™' con un hombro a 3212 cm™! que se asignan
con la vibracion de tension de OH del agua y la vibracién de tension de NH de los
tautdbmeros N; y N3 de timina. La sefial a mayor nimero de onda disminuye su
intensidad a medida que aumenta el potencial sin que cambie significativamente de
forma. Estas caracteristicas estin en consonancia con la pérdida de agua poco ligada a la
interfase al adsorberse quimicamente la timina. Sin embargo a pH 8 la timina no llega a

desplazar completamente a las moléculas de agua de la interfase.
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Finalmente en medios fuertemente basicos (Fig. 3.19¢) resulta mas complicado estudiar
la co-adsorcién de las moléculas ya que en la region espectral entre 3000-4000 cm!

aparecen sefiales muy anchas debido a las tensiones de OH libre del disolvente.

3.2.5.3. Influencia del potencial en la adsorcion de timina adsorbida sobre

electrodos de oro

En la figuras 3.20 a y b se representan los espectros de ATR-SEIRA (en las dos
regiones que se han venido considerando) para la timina adsorbida a distintos

potenciales desde disoluciones de pD 1 y de pD 12 en D>O.

a
: x10 0.02 u.a. 1582 b) x 30 0.02 u.a.
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Fig. 3.20 Espectros de ATR-SEIRAS para la timina adsorbida sobre electrodos de oro a los potenciales
indicados desde disoluciones ImM de timina y 0.1 M de KClO4 y KC1O4 + NaOD en D,O a: a) pD1 y b)
pD 12. Los espectros estan referidos a las sefiales registradas desde disoluciones del electrolito soporte al

mismo potencial.

En los espectros registrados en disoluciones de pD 1 no se observan bandas
caracteristicas para la timina en la regién de 1600 cm™! ni de 3000 cm’!, cuando se
aplican potenciales menores a los de comienzo de la quimisorcion (pico T2 el
voltagrama, (Fig. 3.13) lo que indica que la timina fisisorbida esta orientada con el
plano molecular paralelo a la superficie del electrodo. En la regién II, sin embargo,

comienzan a aparecer sefiales caracteristicas, cuyas intensidades van aumentando
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conforme aumenta el potencial. A potenciales mayores que 0.3V vs SCE existen dos
bandas solapadas a 1567 y 1582 cm™! cuyas alturas relativas varian claramente con el
potencial. El aumento de la sefial a 1582 cm™ con el potencial es claramente mayor que
el de las otras dos bandas de esta region. Se puede observar un comportamiento similar
de las sefiales espectrales que aparecen a niimeros de onda préximos a 3000 cm™, pero
en este caso la altura de las sefiales a mayor numero de onda aumentan con el potencial
més que la sefial a 2960 cm™ y puede observarse como a valores de potencial lo

suficientemente altos los espectros son independientes del potencial aplicado.

En los espectros registrados en disoluciones de pD 12 se puede observar un
comportamiento diferente con el potencial. Las sefales de los espectros aparecen desde
potenciales muy bajos y van aumentando con el potencial incluso a valores de
potenciales lejanos a los potenciales de quimisorcidn. Esto indica que la molécula
fisisorbida no se orienta paralela al electrodo si no que presenta cierta inclinacion desde
potenciales negativos. Por otra parte, en este medio los cambios en las alturas relativas
de las sefiales con el potencial son menos significativos, todas las sefiales parecen crecer

en la misma proporcion cuando aumenta el potencial.

Los cambios en las intensidades relativas de las bandas de los espectros con de cada
tautdmero de timina adsorbido a medida que se cambia el potencial se pueden utilizar
para determinar los posibles cambios en las orientaciones moleculares de cada uno de
los tautomeros respecto al electrodo, inducidas por el campo eléctrico. La intensidad
integrada de una banda de reflexidn-absorcion para una pelicula de moléculas
adsorbidas, obtenida con luz polarizada-p es proporcional al producto escalar del vector

dipolo de transicién y al campo eléctrico del fotén, pudiéndose expresar por la ecuacion

(1).17
Ap o T|ji X Ep| = I'|u|*(E3)cos*(6) (1)

Donde I' es la concentracion superficial de moléculas responsables de la absorcion de la
radiacion de luz, 6 es el angulo entre el momento dipolar de la transicién y el campo
eléctrico del fotén que para la luz polarizada p tiene una direccién normal a la superficie
del electrodo, |u| es el moédulo del momento dipolar de la transicién y (EZ)es la
intensidad cuadrética media del campo eléctrico para un haz de luz polarizada-p en la

superficie de reflexion. El cambio en las intensidades de las bandas con el potencial
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puede ser consecuencia de un aumento del exceso superficial o de un cambio en la
orientacién de las moléculas y, por tanto, en el 4dngulo entre el correspondiente
momento dipolar de la transicion y la direccion normal al electrodo. Los otros dos
pardmetros en la ecuacioén 1; (E3) y |u| son pueden considerarse independientes del

potencial.

Si se comparan las intensidades de dos sefales que poseen distinta orientacion de sus
momentos de transicion se puede prescindir del efecto del potencial sobre la magnitud
de la concentracion superficial. Por lo tanto, la relacion entre las intensidades integradas
de dos bandas de absorcion es proporcional a la relacion de los cosenos al cuadrado de
los angulos entre cada uno de los momentos dipolares de la transicion y la direccion

normal al electrodo:

b _
Ap1 cos?(v1)

55 X —— = 2)

Al;',z cos2(6V2)

Asi, las variaciones de la relacion de intensidades de dos senales, elegidas
adecuadamente, en funcion de las variaciones en el potencial si las direcciones de los
momentos dipolares de la transicién asociados a ambas bandas vibraciones son
independientes del potencial, se pueden aprovechar para determinar los cambios en la

orientacidon de la molécula adsorbida con el potencial.

Las bandas que aparecen en la region del espectro entre 1300-1800 cm™!, presentan
mayor relacién sefial / ruido que las bandas de la regién de 2800-3300 cm™ debidas a
los modos normales de tension de CH. Sin embargo, las sefiales en esta dltima regién
estan asignadas a modos normales de vibracioén individuales, de forma que los
momentos dipolares de la transicion tienen direcciones bien definidas mientras que las
sefiales en la regién de 1300-1800 cm™' tienen contribuciones de diferentes modos
normales de vibracién lo que origina incertidumbre en la contribucion relativa de cada
uno de ellos al total, creando gran ambigiiedad en las correspondientes direcciones de
los momentos dipolares de la transicién. Por lo tanto, la influencia del potencial del
electrodo en la orientaciéon molecular de cada tautdmero de timina adsorbido se ha
analizado utilizando las intensidades integradas de las bandas asociadas a los modos

normales de tensidn de metilo y metileno.
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En la figura 3.21 se representan en funcion del potencial a pD 1 para el tautdmero
desprotonado en N3 la relacidn entre las areas correspondientes a las sefiales de tension
de CH y tension simétrica de CHs, por un lado, y la de tension asimétrica y simétrica de
CH3, por otro. En ambos casos, cuando el potencial aumenta la relacién de intensidades
integradas aumenta alcanzando un valor méximo para altos valores de potenciales. Las
vibraciones tension de CH y de tension asimétrica de CH3 tienen momentos dipolares de
transicion con direcciones cercanas a la linea imaginaria que une N3 con Cg mientras
que la vibracién de tension simétrica de CH3 tiene una direccién del momento dipolar
cercana a la linea imaginaria que une C; y Cs (Véase Fig. 3.22). Por tanto es de esperar
un comportamiento similar con el potencial para la sefial asociada a la tensién de CH y a
la tensi6n asimétrica de CH3. En la figura 3.21a se observa que ambas relaciones de
areas aumentan al hacerlo el potencial siendo el aumento mayor para la vibracién de
tension simétrica de CH3. Estos cambios en las intensidades relativas sugieren que a
medida que el potencial aumenta el N3 que esta desprotonado y adsorbido gira de
manera que el eje N3-Cs se acerca gradualmente més a la normal a la superficie del
electrodo el comparaciéon con el eje C»-Cs. Por lo tanto, se puede proponer que a
potenciales menores en la regiéon de quimisorcion la molécula interactia con el
electrodo por el atomo de oxigeno del grupo carbonilo C20 y al aumentar el potencial se
produce la rotacion del plano molecular facilitando las interacciones adicionales por el
N3 y el oxigeno del C40. Las fuerzas impulsoras de esta rotacidon podrian ser tanto la
interaccion quimica con la superficie de oro por N3 y C40 como la interaccion
electrostatica entre el creciente campo eléctrico y el dipolo permanente del tautdmero de

timina desprotonado en N3 que va dirigido desde N3 hacia Ce.

A pD 12 la ventana de potencial utilizado para los espectros de ATR-SEIRA debe
acortarse para evitar la oxidacion de la pelicula de oro. Sin embargo, todavia es posible
realizar a pD 12 un andlisis similar de la influencia del potencial en la orientacién de la
molécula del tautémero de timina adsorbido a este pD. Se han elegido para ello, como
previamente para los espectros obtenidos en disoluciones de pD 1, la senal debida al
modo de tensién CH (que aparece en torno a 2977 cm™!) y la debida al modo de tensién
asimétrica del CH3 (que aparece en torno a 3072 cm™) y se han obtenido las relaciones
entre sus intensidades integradas respectivas y la intensidad de la sefial debida al modo
de vibracién simétrica del CHs (que aparece en torno a 2926 cm™). En la figura 3.21b se

han representado ambas relaciones de intensidades integradas en funcion del potencial.
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Fig. 3.21 Intensidades integradas correspondientes a la vibracion de tensién de CH (e) y tensién
asimétrica de CH3 ('), ambas relativas a la intensidad integrada de la vibracién de tensidn simétrica de
CH3s, calculadas a partir de los espectros ATR-SEIRA de la adenina adsorbida desde disoluciones de a)

pDlyb)pD 12

Se puede observar en la figura 3.21b como, en la regién de quimisorcion de la timina,
ambas relaciones de intensidades integradas disminuyen débilmente al aumentar el

potencial, lo que indica una leve rotacién del plano molecular de modo que el eje que
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comprende a Cs y N3 se vuelve gradualmente menos normal al electrodo en
comparacion con el eje que va desde Cz hasta Cs (Fig. 3.22b). Esto se puede explicar
suponiendo que el tautdmero de la timina desprotonado en N interacciona con el
electrodo a través del N y del oxigeno del C2O como se predijo por los célculos DFT.
Asi el plano molecular también estd orientado de acuerdo con estos calculos. En esta
orientacion el dipolo permanente de la molécula, que se dirige desde Cz hasta Cs, esta
casi alineado con el campo eléctrico de la superficie de tal manera que la interaccion
electrostatica entre el dipolo permanente de la molécula y el campo eléctrico solamente
origina ligeras rotaciones del plano molecular cuando el potencial aumenta. Los sitios
de interaccion de la molécula con el metal son los mismos en todo el rango de

potenciales.

a)

Au

Au

Fig. 3.22 Direcciones del momento dipolar de la transicién para los modos normales de vibracion de
tension de CH (- © - © -), tensidn asimétrica de CH3 (¢ © ) y tension simétrica de CHjs (- - -) y los vectores

de dipolo permanente (=) para la timina desprotonada en a) N3 y b) Nj.
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3.2.6. Conclusiones

Los resultados espectroelectroquimicos de ATR-SEIRAS in situ para la timina
adsorbida sobre electrodos de oro a pH 1, 7 y 12 tanto en H>O como en D>O han
permitido analizar en funcién del pH la estabilidad de los tautémeros de la timina
desprotonada en estado adsorbido. La comparacién de los espectros a potenciales altos
en la region de quimisorcion con los respectivos espectros de transmision en disolucion
a los tres valores de pH indica que las especies en medios acidos y bdasicos son
diferentes, aunque las dos formas corresponden a la timina desprotonada, incluso a
valores de pH mucho mas bajos que el pKa. de la timina, por lo que se trata de los

tautdmeros de la timina anidnica, desprotonados en N o en Na.

La asignacién del espectro experimental en la regién 1300-1800 cm™ de la timina
adsorbida sobre oro sobre la base de célculos tedricos de DFT para las moléculas
deuteradas y no deuteradas en disolucion y para las mismas moléculas adsorbidas sobre
superficies electrodicas de oro, han permitido identificar que el tautomero desprotonado
en N3 de la timina se adsorbe en medio acido, mientras que el desprotonado en N es el
mas estable y el que se adsorbe en medio basico. La deconvolucion de los espectros en

medio neutro permite confirmar que ambos tautdmeros coexisten adsorbidos a pH 7.

Los resultados espectroelectroquimicos de ATR-SEIRAS en la regién 2800-3900 cm'!
han permitido concluir que la timina al adsorberse quimicamente sobre electrodos
nanoestructurados de oro desplaza a moléculas de agua de la superficie que estaban

adsorbidas.

Finalmente, el anélisis de los modos normales de vibracion de tension de CH y CH3 ha
permitido estudiar la influencia del campo eléctrico aplicado al electrodo en la
orientacion de la timina adsorbida y proponer un modelo de adsorcion sobre superficies
electrodicas de oro para ambos tautomeros. Segun este modelo, en medio acido el
tautdmero desprotonado en N3 rota su plano molecular, modificando los sitios de
interaccion con el electrodo pasando de estar coordinado sélo a través del grupo C20 a
los potenciales menores de la regién de quimisorcion a coordinarse también a través de
N3 y el grupo C40 a potenciales altos. En medio bésico el tautomero desprotonado en
N interacciona con el electrodo a través de N1 y C20 en todo el rango de potenciales de
quimisorcidn, y so6lo experimenta pequefias rotaciones del plano molecular. Estas

orientaciones de los tautomeros y las rotaciones con el potencial propuestas estan

114



favorecidas en cada caso por las interacciones especificas con el electrodo y por la
interaccion entre el momento dipolar permanente de la molécula y el campo eléctrico

originado por el electrodo.
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3.3. Co-Adsorcion de Adenina y Timina sobre Electrodos de oro

3.3.1. Introduccion

Los estudios de las interacciones entre la timina y la adenina en interfaces organizadas
resultan de gran interés tanto para la comprension de sus actividades bioldgicas como

por sus posibles aplicaciones en biotecnologia.

Los estudios de las adsorciones individuales de adenina y timina sobre superficies
electrodicas de oro han puesto de manifiesto que estas moléculas se unen al electrodo
curiosamente por los mismos atomos implicados en la formaciéon de puentes de
hidrégeno, de Watson—Crick (WC) o de Hoogsteen (HG), entre ambas bases

complementarias (Fig. 3.23)

a) b)
/
T NH
\\\0/

y TN

\N—Hnmmmo H—N/ \\\H

N N N\

g / A\N““““'H—N o N/A \ >

NH

N/J 7/ \QN
(0]
(wc) (HG)

Fig. 3.23 Modelo de interacciones por puentes de hidrégeno entre timina (T) y adenina (A) a) Watson-

Crick (WC) y b) Hoogsteen (HG)

En esta dltima parte del capitulo se utiliza la espectroscopia de ATR-SEIRA para
estudiar la co-adsorcién de timina y adenina sobre electrodos de oro en el mismo rango
de pH que estan estudiadas las adsorciones individuales de dichas bases. Los resultados
se analizan sobre la base de la adsorcion de dos formas de la adenina y dos tautomeros
de timina dependiendo del pH del medio. La comparaciéon de los espectros de ATR-
SEIRA de la co-adsorcién con los correspondientes espectros para la adsorcion de las
bases individuales a los distintos valores de pH ha permitido decidir sobra las

interacciones de la timina y la adenina sobre la superficie del electrodo.
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Estos estudios han dado lugar a una publicacién en la revista Electrochemistry
Communications'® y actualmente se estd preparando otra publicacion que comprende

resultados de esta parte de capitulo de la tesis.

3.3.2. Experimental

3.3.2.1. Reactivos

Se utilizé6 D20 (Sigma-Aldhrich®) y H>O Ultrapura (Millipore y ELGA) para preparar
la disolucién de electrolito soporte (HC1O4, KC1O04 0.1 M y KC104 0.1 M + NaOH) y la
disoluciones de stock de adenina y timina (Sigma-Aldhrich® sin mas purificacion) de
concentraciones 10 mM. Los experimentos de infrarrojos obtenidos en configuracién de
reflexion interna se realizaron tanto en H2O como en D20 en los mismos electrolitos
soporte (HC1O4 a pH 1, KC1O4 0.1 M apH 7 y KClO4 0.1 M + NaOH a pH 11.5). Las
concentraciones de adenina y timina se variaron desde 0.01 hasta 1 mM mediante la
adicion de la cantidad necesaria de la disolucion stock correspondiente a potenciales a

los que ambas bases estan adsorbidas quimicamente sobre el electrodo de oro.
3.3.3. Resultados de Voltametria ciclica sobre electrodos Au(111)

En la figura 3.24 se muestran los voltagramas ciclicos a diferentes valores de pH
obtenidos con electros de Au(111) en disoluciones que contienen adenina 0.01 mM o
timina 1mM y se comparan con los obtenidos cuando ambas bases estan presentes en la
disolucion a las mismas concentraciones. Las medidas electroquimicas se han centrado
en la region de doble capa para evitar la evolucidén de hidrégeno a los potenciales bajos
y los picos de oxidacidn/reduccion del oro a los potenciales altos. El comportamiento
voltamétrico de la adsorcion individual de adenina y timina sobre oro ha sido estudiada
por métodos electroquimicos y espectroscopicos en los apartados previos de este

capitulo, asi como en la bibliografia.*%10-12.19

En los voltagramas de la timina a los diferentes valores de pH se observan las regiones
caracteristicas de adsorcién separadas por los picos de transicion de fase que se han
descrito en el apartado 3.2.3 de esta capitulo. Los voltagramas obtenidos en
disoluciones de adenina muestran que esta base permanece adsorbida quimicamente en

un rango mas amplio de potenciales que la timina a los tres valores de pH estudiados. Si
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a un potencial en el que la adenina y la timina deben estar adsorbidas quimicamente, se
adiciona adenina 0.01 mM a disoluciones que contenian timina adsorbida quimicamente
se produce la desaparicion de los picos de transicion de fase caracteristicos de la timina
adsorbida sobre electrodos de Au(111) %122 y adem4s solamente a pH 1 (Fig. 3.24a)
los picos voltamétricas correspondientes a la adsorcidén/desorcidén quimica de la timina

se desplazan hacia potenciales mas bajos.

Se observa ademas en todas las condiciones de pH que la regién de potenciales en los
que las dos moléculas estan adsorbidas quimicamente es relativamente estrecha ya que
las sefiales de desorcidon quimica de la timina aparecen a potenciales altos. Por su parte,
los picos debidos a la desorcién/adsorcion de adenina apenas se modifican por la
presencia de timina en disolucidn, posiblemente porque a los valores tan bajos de
potencial a los que aparecen, la timina no se encuentra adsorbida quimicamente sino
méis bien formando fases mads o menos condensadas de moléculas adsorbidas

fisicamente.
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Fig. 3.24 Voltagramas ciclicos estacionarios obtenidos con electrodos de Au(111) a 50 mV s™! para
disoluciones que contienen adenina 0.01 mM (- - -), timina ImM (- - -) y mezcla de adenina 0.01 mM y

timina 1mM (—) a los valores de pH indicados.

A los distintos valores de pH estudiados en los experimentos en los que se comienza
con adenina 0.01 mM adsorbida quimicamente y se le adiciona timina 1 mM a un valor
de potencial en el que ambas bases estdn adsorbidas quimicamente los efectos

observados son los mismos que los que se han descrito anteriormente.
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La primera conclusion que se puede deducir de los voltagramas de la figura 3.24 es que
tanto la timina como la adenina estdn adsorbidas quimicamente de forma conjunta a los

mismos potenciales a los que los estdn de forma individual sobre electrodos de Au(111).

Por otro lado, las diferencias con el pH que se observan en los voltagramas cuando
ambas bases estan co-adsorbidas sobre la superficie electrédica deben estar relacionadas
con las diferentes formas tautoméricas de la timina adsorbidas a los diferentes valores

de pH; como se ha descrito en apartados anteriores de este capitulo.

3.3.4. Resultados y Discusion de los Espectros FT-IR de transmision en

disolucion.

Debido a que las interacciones de tipo Watson—Crick (WC) o de Hoogsteen (HG) entre
las moléculas de timina y adenina implican la formacién de puentes de hidrogeno entre
ambas, los efectos que causan los enlaces de hidrogeno en los espectros de infrarrojos
de estas dos moléculas constituyen un tema muy estudiado. Ademas las moléculas de
timina y adenina también pueden interaccionar a través de puentes de hidrégeno con
ellas mismas o con moléculas de disolvente, asi los efectos que causan los puentes de
hidrégeno se suelen estudiar normalmente por comparacion de los espectros de las
moléculas aisladas con los correspondientes espectros de las moléculas en fase liquida o
s6lida.?!?? Estudios bibliograficos han propuesto que la timina policritalina®* forma dos
puentes de hidrégeno con otra molécula de timina siendo los 4tomos implicados C>=0Og-
--NiH y C;=0s---N3H mientras que en fase acuosa predominan los puentes de
hidrégeno con moléculas de agua (Os---OH y O---NH). Los calculos predicen que la
formacion de puentes de hidrogeno desplazan a mayor nimero de onda las sefiales de la
timina asociadas a los modos normales de vibracion de tension de C>=Og y flexion de
NH (ND) en comparacion con el espectro individual de la timina. Los calculos tedricos
predicen?® que cuando tiene lugar la interaccion aislada entre timina y adenina a través
de puentes de hidrogeno de tipo WC se produce el desplazamiento hacia el rojo de las
sefiales de la timina en la regién de 1750-1550 cm™, sin embargo en esta misma regién

las sefiales de la adenina sufren un desplazamiento hacia el azul.

En la figura 3.25 se muestran los espectros de transmision obtenidos en disoluciones de

HCI1O4 0.1M a pH 1 en H,O y D>O de mezclas de adenina 10 mM y timina 10 mM,
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comparados con los de las correspondientes disoluciones 10 mM de cada base por

separado.

Se puede observar en la figura 3.25 que las sefiales en la region 1400-1800 cm™ de la
timina y la adenina en disoluciones de H>O y D0 no cambian significativamente al
compararlo con los espectros de transmisidon que contiene ambas bases aunque en D20
la sefial de adenina debida a la vibracion de tensién del anillo aromético a 1666 cm-1
disminuye en intensidad en presencia de timina (en disoluciones acuosas los resultados
son menos precisos debido a que las sefiales de interés solapan con los modos normales
de vibracion de flexiéon del H>O). Parece que en disolucidén acuosa la distinciéon de
puentes de hidrégeno entre pares de bases complementarios y/o entre cada una de las

bases y el agua resulta practicamente imposible.

D,0 1666 a)

I\ 0.001 u.a.

1700 b)

1666

Absorbancia / u.a.
-
N
(@)
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1700 1650 1600 1550

Numero de onda/cm”

Fig. 3.25 Region 1400-1800 cm! del espectro de transmisién en disoluciones que contienen adenina 10
mM (- - -), timina 1mM (- - -) y mezcla de adenina 10 mM y timina ImM (—) a) DO y b) HO apH 1 en
disoluciones de HCIO4 0.1 M.
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3.3.5. Resultados y Discusion de los Espectros FT-IRRA para la

adenina y timina co-adsorbidas sobre Electrodos de Oro.

3.3.5.1. Espectros ATR-SEIRA en la Region Espectral 1300 a 1800 cm.

En los espectros de ATR-SEIRA en la region comprendida entre 1300-1800 cm™ las
sefales mis importantes para la adenina y las diferentes formas tautoméricas de la
timina adsorbida sobre electrodos de oro corresponden a vibraciones en el plano

molecular.

En la figura 3.26 se muestran los espectros de ATR-SEIRA en disoluciones de DO a
pH 1 a distintos potenciales sobre peliculas nanoestructuradas de oro. A cada valor de
potencial se presentan dos series de experimentos cada uno comenzando con una base
diferente. De esta forma se pueden comparar los espectros de co-adsorcion con el

espectro individual de la base con la cual se ha comenzado el experimento.

Para la regién de potenciales comprendidos entre 0.3Vvs SCE y 0.6V vs SCE de acuerdo
con la figura 3.26 ambas bases del ADN se encuentran quimicamente adsorbidas sobre
la superficie del electrodo. En la figura 3.26a-c se representan los correspondientes
espectros de ATR-SEIRAS a tres potenciales en esa regidon y se observa como las
bandas de adsorcién caracteristicas del tautdmero desprotonado en N3 descritas en el
apartado 3.3.5 de esta tesis y en la Tabla 2, desaparecen al afadir una disolucién madre
de adenina para obtener una concentracion final en célula de 0.01lmM. Este efecto es
especialmente claro en la banda a 1585 cm’!, correspondiente a las tensiones de los
carbonilos C20 y C40, ya que la banda a 1649 cm™! (tension de CsCs y flexién CH de
timina) aparece a frecuencias muy proximas a la banda de adsorcién de adenina a 1654
cm’! correspondiente a la vibracién de tensién del anillo que implica los enlaces CsCe y
CsCio. No obstante, al deconvolucionar la banda a 1654 cm’! que se obtiene en las
disoluciones que contienen las dos bases se obtiene una sola banda gausiana-lorentziana
con la misma semi-anchura que en el caso de los espectros registrados en disoluciones
que solo contienen adenina, lo que confirma la desaparicién de la sefial a 1649 cm’!
asignada a la timina adsorbida. Ademas, la sustraccion de los espectros registrados en
disoluciones que solo contienen timina de los correspondientes espectros registrados en

disoluciones de las dos bases, claramente muestra como bandas negativas la
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desaparicién de las sefial a 1581 cm™ (y hombro a 1567 cm) de los espectros

registrados en disoluciones que solo contienen timina.
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Fig. 3.26 Espectros de ATR-SEIRA en la region de 1300-1800 cm™! para disoluciones de adenina
0.0lmM (- ® - ¢ -), timina ImM (- ® - ¢ -), timina ImM y adenina 0.01mM (—), adenina 0.01 mM y timina
1mM (—) adsorbidas sobre peliculas nanoestructuradas de oro en D,O a pH1 en HCIO; y los potenciales
indicados. Los espectros estan referidos al electrolito soporte al mismo valor de potencial. Se incluyen
también el espectro: (—) es la diferencia entre los espectros antes y después de la adiccién de adenina y (

) es la diferencia entre los espectros antes y después de la adiccion de timina.
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En las figuras 3.26 d-f se comparan los espectros registrados en disoluciones que solo
contienen adenina (0.01 mM) con los registrados en disoluciones que contienen las dos
bases (0.01 mM de adenina y 1 mM de timina) a los mismos potenciales que en las
figuras 25a-c, esto es, en la regién de adsorciéon quimica de ambas bases. La
comparacion corrobora la ausencia de sefiales debidas a la timina adsorbida, a pesar de
que los voltagramas indican dicha adsorcién (los picos de desorcién de la timina
aparecen en los CVs a potenciales mas bajos). Por otra parte, puede observarse que la
sefial original debida a la vibracién de anillo de la adenina adsorbida (a 1650 cm™) se
desplaza ligeramente a frecuencias algo mayores (1654 cm™') y aumenta en intensidad.
La substraccién de los correspondientes espectros permite claramente detectar el

aumento de intensidad de esta sefial.

En las figuras 3.26 g-i y 3.26 j-1 se realizan comparaciones similares entre los espectros
registrados en presencia solo de timina y los registrados tras la adicién de adenina a
dicha disolucién (Figs. 3.26g-1) o entre los registrados en presencia solo de adenina y
los obtenidos tras la adicion de timina (Figs. 3.26 j-1) a potenciales en los que la adenina
estd quimicamente adsorbida pero no asi la timina, que estaria formando estructuras
fisisorbidas mas o menos organizadas, pero con el plano molecular paralelo al
electrodo.!! Efectivamente, se comprueba en los espectros en disoluciones de timina la
ausencia de sefales IR activas (o son muy débiles) y en los espectros en disoluciones de
las dos bases solo aparece la debida a la adenina. No obstante, el efecto de aumento de
intensidad de la sefial debida a la vibracion del anillo de adenina adsorbida, cuando se
agrega timina a la disolucion, se puede apreciar ain a estos potenciales, solo que el

aumento es menor.

El aumento de la sefial a 1651 cm™ (y su ligero desplazamiento a frecuencias mayores)
depende también de las concentraciones de las bases en disolucion, ademas de los
potenciales del electrodo. Asi, en la figura 3.27 se muestra el efecto producido en los
espectros de ATR-SEIRAS registrados en disolucion de DO a pH 1 y adenina 0.01 mM
por las adicciones sucesivas de timina, a un potencial al que ambas bases se pueden
adsorber quimicamente. La adicién hasta una concentracién de timina de 0.01 mM
produce un gran aumento de la sefial a 1651 cm™!, sin embargo, el incremento es menor
en adiciones sucesivas hasta practicamente alcanzarse la saturacién que se alcanza

aproximadamente para una concentracion de adenina de 0.01 mM y de timina de 1 mM.
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Fig. 3.27 Espectros de ATR-SEIRA en la region 1300-1800 cm™ a 0.5V vs SCE para disoluciones de
adenina 0.01 mM y timina desde 0.001 mM hasta 1mM co-adsorbida sobre electrodos nanoestructurados
de oro en D>O a pH 1. Cada espectro de ATR-SEIRA esta referido al correspondiente espectro con una

concentracion inferior de timina.

Por otro lado se ha podido comprobar que al partir de disoluciones de adenina 0.1 mM
adsorbida quimicamente sobre la superficie del electrodo ya no se observa ningun efecto
como los descritos para la figura 3.26 al adicionar timina 1 mM a un potencial de
quimisorcién de ambas bases, sugiriendo estos resultados que con estas concentraciones

la adenina ya ha alcanzado la saturacion de la superficie del electrodo.

Los estudios comparativos de los espectros ATR-SEIRA de cada base con los obtenidos

tras adiciones de la base complementaria se han realizado también en disoluciones
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acuosas. En estos casos, se puede también analizar el efecto de la adicidon de timina no
solo sobre la sefial de vibracién de anillo de la adenina sino ademads sobre la sefial
debida a la vibracion de flexién del grupo amino de la adenina. En la figura 3.28 se
muestran algunos ejemplos. Los espectros debidos a la adenina adsorbida quimicamente
muestran una sefial ancha e intensa a 1677 cm™ que es una combinacién de las
vibraciones del grupo amino y las vibraciones de anillo a 1679 y 1663 cm’!

respectivamente*®1

como se observa en la deconvolucién de la figura 28. El tautémero
desprotonado en N3 de la timina en disolucién acuosa adsorbido quimicamente presenta
dos senales intensas como se describi6 en el apartado 3.2.5 de esta tesis y en la Tabla 2.
En disolucién acuosa la adiciéon de produce los mismos efectos que en disoluciones de
D>O descritas anteriormente: Las sefiales debidas a las vibraciones de la timina
desaparecen al adicionar adenina, en tanto que las debidas a las vibraciones de la
adenina adsorbida aumentan con la adicién de timina a las disoluciones de la base
complementaria. El aumento de la sefial de adenina correspondiente a la vibracion del
grupo amino es algo mayor que el de la sefial debida a la vibracién de tension del anillo
como se observa en la deconvolucion en dos bandas gausianas-lorentzianas (Fig. 3.29)
de los espectros de adenina adsorbida desde disoluciones que solo contienen adenina o

desde disoluciones que contienen las dos bases, al potencial de 0.4V vs SCE, al que las

dos bases se encuentran quimicamente adsorbidas.
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Fig. 3.28 Espectros de ATR-SEIRA en la regién de 1300-1800 cm™! obtenidos en disoluciones a pH 1 en

H,O0 a distintos potenciales referidos al electrolito soporte al mismo potencial. Lineas como en la figura
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Fig. 3.29 Deconvolucién de los espectros “in-situ” de ATR-SEIRA a pH 1 en disolucién acuosa a
potencial de 0.4 Vsc de la figura 27 en una componente a 1663 cm™ (- - -) y otraa 1679 cm! (- - -). Se

muestra también el resultado de la combinacidn de las dos sefales obtenidas por deconvolucién (—).

Se han realizado estudios similares de co-adsorcidn de las dos bases complementarias a
pH 7.5 y 11. En las figuras 3.30 y 3.31 se muestran algunos ejemplos. En todos los
casos se observa que las sefales correspondientes al tautémero adsorbido quimicamente
de timina desaparecen al adsorberse la adenina en tanto que las bandas de IR de
adenina adsorbida aumentan su intensidad cuando se adiciona timina a la disolucién. El
aumento es significativo a los tres valores de pH estudiados, sin embargo, esto efecto

son mucho mas marcado a pH 7.5 que a pH 1 y es muy pequeiio a valores de pH 11.
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Fig. 3.30 Espectros de ATR-SEIRA en la region de 1300-1800 cm™! obtenidos en disoluciones a pH 7.5

en H»O a distintos potenciales referidos al electrolito soporte al mismo potencial. Lineas como en la

figura
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Fig. 3.31 Espectros de ATR-SEIRA en la region de 1300-1800 cm™! obtenidos en disoluciones a pH 11 en

HO a distintos potenciales referidos al electrolito soporte al mismo potencial. Lineas como en la figura

En principio, los cambios en las intensidades de las sefiales correspondientes a la timina
y la adenina adsorbidas debidos a la presencia de su base complementaria podrian tener
dos causas: un cambio en el grado de recubrimiento de la superficie y/o un cambio en la

orientacién del plano molecular respecto a la superficie del electrodo. Asi, la

Numero de onda / cm”

25.
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desaparicion de las bandas IRRAS correspondientes a la timina adsorbida en presencia
de adenina podria atribuirse bien a una reorientacion de la timina adsorbida con el plano
molecular paralelo a la superficie del electrodo o a su desorcién total debido a la
adsorcién de adenina recubriendo completamente el electrodo. Sin embargo, las sefiales
voltamétricas correspondientes a la adsorcidon/desorcion de timina obtenidas en
presencia de adenina indican que ambas bases estan co-adsorbidas sobre el electrodo a
los potenciales més altos de los experimentos IRRAS, por lo que debe concluirse que la
co-adsorcién de timina y adenina origina una reorientacidon del plano molecular de la
timina adsorbida a una disposicion paralela sobre la superficie del electrodo a todos los
valores de pHs investigados. Esta orientacion y la consiguiente ausencia de sefiales
activas en el IR para la timina cuando se co-adsorbe con adenina no permiten deducir si
existe algin efecto de co-adsorciéon de adenina sobre el equilibrio tautomérico de la
timina adsorbida: Los dos tautomeros de la timina adsorbidos experimentan la

reorientacion molecular.

Es llamativo que el mayor aumento en la intensidad de las bandas de adsorcién de
adenina se ha encontrado en medios neutros como se observa en la figura 3.32 para las
bandas que aparecen en las regiones del espectro entre 1640-1650 cm™ y 1320-1380
cm’!, que en todos los casos corresponden con modos normales de vibracién en el plano
molecular. A los tres valores de pH estudiados (1, 7.5 y 11) las bandas a 1650, 1639 y
1633 cm’! se asignan respectivamente modos normales de vibracion combinados que

incluyen vibraciéon de esqueleto y las tensiones C¢Njg y CsCe. %1

mientras que la
banda que a 1380 cm™ a pH se asigna a las tensiones CsN7 y C4Cs y la flexién CH

ademads esta banda modifica su posicion en el espectro en funcién del pH del medio.
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Fig. 3.32 Espectros de ATR-SEIRA en las regiones de 1640-1650 cm™ y 1320-1390 cm! para

disoluciones de adenina 0.01mM (- ¢ - ¢ -), adenina 0.01 mM y timina ImM (—) adsorbidas sobre
peliculas nanoestructuradas de oro en D,O a los valores de pH y potenciales indicados. Los espectros

estan referidos al electrolito soporte al mismo valor de potencial.

El aumento observado de las bandas IRRAS de adenina adsorbidas en presencia de
timina puede cuantificarse mediante el calculo de las intensidades integradas. Para una

banda de absorcién obtenida con luz polarizada-p la correspondiente intensidad
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integrada, A, viene dada por la ecuacién (3), que ya fue utilizada anteriormente en el
apartado 3.2.5.3 del presente capitulo para estudiar los cambios de orientacién de los

tautomeros N1 y N3 de timina con el potencial.
Ap o T'[it X Ep| = T'|ul*(E3)cos? () (3)

Donde, como ya se ha dicho anteriormente, I' es la concentraciéon superficial de
moléculas responsables de la absorcion de la radiacion de luz, 6 es el angulo entre el
momento dipolar de la transicion y el campo eléctrico del foton que para la luz
polarizada p tiene una direccion normal a la superficie del electrodo, |u| es el mddulo del
momento dipolar de la transicién y (E3) es la intensidad cuadritica media del campo
eléctrico para un haz de luz polarizada-p en la superficie de reflexién. Si se comparan
las intensidades de dos sefiales que poseen distinta orientacion de sus momentos de
transicion, como es el caso de las sefales de la figura 3.32, se puede prescindir del
efecto del potencial sobre la magnitud de la concentracion superficial. Por tanto, el
aumento de area de una seflal p del espectro de la adenina adsorbida, como
consecuencia de la coadsorcion de la timina puede representarse por la relacidon entre

las intensidades integradas correspondientes segun la ecuacion (4).

Ap(Ad+Tm) _ Fadstm c0s2(8)(ad+Tm) )
Ap(aa) Taay cos?(8)aa)

Donde (8)(aq) ¥ (8)(aa+Tm) representan el exceso superficial de adenine en ausencia y en
presencia de timina respectivamente y (8) y I tienen los mismos significados fisicos que en
las ecuaciones 1. Por tanto, como ya se explicé en el apartado 3.2.5.3 el cambio en las
intensidades de las bandas de adenina 0.01 mM en presencia de timina 1mM puede ser
consecuencia de un aumento del exceso superficial o de un cambio en la orientacion de
las moléculas y, por tanto, en el angulo entre el correspondiente momento dipolar de la

transicion y la direccién normal al electrodo.

Para determinar la causa del incremento de intensidad de las bandas de adenina 0.01
mM en presencia de timina 1mM se representan en la figura 3.33 las intensidades
integradas correspondientes a las bandas marcadas en la figura 3.32 a los tres valores de
pH. En algunos casos ha sido necesario realizar la deconvolucion de las bandas en
bandas gausianas-lorentzianas para poder obtener la intensidad integrada de la sefial de

interés aislada del resto de bandas con las que solapan. En todas las condiciones
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investigadas el aumento de las intensidades de las dos sefiales seleccionadas de la
adenina adsorbida cuando se adiciona timina es del mismo orden, pero depende en gran
medida el valor de pH de la disolucion. A pH 7.5 la relacién de areas obtenidas en
presencia y en ausencia de timina, para las sefiales a 1639 y a 1380 cm™! est4 en torno a
4.5 a los potenciales a los que las dos bases estdn quimicamente adsorbidas. Este efecto
se ve mas claramente en la banda a 1640 cm™ ya que tiene una relacién sefial/ruido

mayor. A pH 1 y 11 el factor de aumento es aproximadamente de 1.4 y 1.2

respectivamente.
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Fig. 3.33 Intensidades integradas en funcién del potencial correspondientes a la vibracién en la regién de
1640-1650 cm™ (A) y la region de 1320-1380 cm!(®) para disoluciones de adenina 0.001 mM y timina 1
mM, ambas relativas a la intensidad integrada de las mismas sefiales en disoluciones que contienen
unicamente adenina 0.01mM, calculadas a partir de los espectros de ATR-SEIRA en D20 a los pH

indicados

Para un modo de vibracién en el plano molecular el angulo 6 entre el vector del dipolo
de transicion asociada al modo normal de vibracién y la direccién normal al electrodo se
puede descomponer como el dngulo de inclinacién del plano molecular o entre la
direccién normal al electrodo y su proyeccidn sobre el plano molecular y el angulo de
rotacion entre el momento dipolar de la transiciéon y la proyeccidén de la normal al

electrodo en el plano molecular, ¢:°

cos(8) = cos(a) X cos(p) “4)
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El estudio cuantitativo de SNIFTIRS de la adsorcién de adenina sobre electrodos de
Au(111) en medio neutro, realizado previamente en el Grupo, permitié deducir que el
dngulo asociado a la sefial de 1640 cm™! (0'6%%) es de 52°. Por tanto, el mayor aumento
posible causado solamente por una reorientacion de la molécula, de acuerdo con la
ecuacion 4 seria aproximadamente 2.5 si la molécula cambia su orientaciéon de tal

manera que el angulo cambia de 52° a 0°, es decir, totalmente normal al electrodo, que

1640 1640

supondria un « =0 . Este aumento tedrico es claramente inferior a lo

=9

observado experimentalmente en disoluciones neutras.

Ademas, los momentos dipolares de las transiciones asociadas a las bandas IRRAS
analizadas de adenina en medios neutros a 1640 y 1380 cm™! est4n orientados dentro del
plano molecular con una diferencia entre ellos de 85°. Por tanto, si se supone que como
consecuencia de la interaccion con la timina ¢'®** disminuye hasta adoptar la direccién
proxima a la normal al electrodo el dngulo de rotacién asociado a la otra banda de
vibracion, ¢'**°, debe aumentar poniéndose mas paralelo a la superficie del electrodo y
contribuyendo negativamente al aumento de la intensidad integrada de la
correspondiente banda IRRAS. Por tanto el aumento de las sefiales de adenina en
presencia de timina en medios neutros sugiere un aumento del exceso superficial de
adenina aunque no se puede descartar una reorientaciéon de la molécula de adenina

cuando esta adsorbida en presencia de timina

No obstante, no se puede descartar que exista un cambio en la orientacidon de la adenina
adsorbida sobre oro al afadirle timina. Aunque el hecho de que las dos sefales (1640 y
1380 cm™') s6lo es compatible con un cambio en el dngulo de inclinacién del plano
molecular, 6, que es comin para todas las sefiales en el plano Por otra parte cabe
observar que el aumento de las sefiales a 1640 y 1380 cm! tiene lugar no sélo a los
potenciales a los que las dos bases estan adsorbidas quimicamente sino también a los
potenciales a los que la timina estd adsorbida fisicamente, aunque el aumento de la

intensidad es a pH acidos y basicos es menor.
3.3.5.2. Espectros ATR-SEIRA en la Region Espectral 2800 a 3900 cm'!.

Con el fin de completar el estudio espectroelectroquimico de la co-adsorcién de adenina
y timina se ha estudiado el comportamiento de las sefiales asociadas a las vibraciones de
tensiones simétricas y asimétricas de NH> de adenina en presencia de la base

complementaria timina, asi como la co-adsorcién con el agua. En la figura 3.34 se
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representa los espectros de ATR-SEIRA en disoluciones de H>O a pH 1 a distintos
potenciales sobre peliculas nanoestructuradas de oro para el experimento comenzando
por Adenina 0.0lmM sobre la que se afiade una concentracién de Timina ImM. Se
incluyen también los espectros de ATR-SEIRA en disoluciones de timina 1 mM

adsorbidas sobre electrodos de oro al mismo valor de pH aunque obtenidos en otro

experimento.
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Fig. 3.34 Espectros de ATR-SEIRA en las regiones de 2800-3900 cm™ para disoluciones de adenina
0.0lmM (- * - ¢ -), adenina 0.01 mM y timina 1mM (—) adsorbidas sobre peliculas nanoestructuradas de
oro en H,O a pH 1 y a los potenciales indicados. Los espectros estan referidos al electrolito soporte al

mismo valor de potencial.

A pH 1 se observa como se describid en apartado 3.2.5.2 de este capitulo que la timina

al adsorberse quimica mente desplaza a las moléculas de agua de la superficie.

Los espectros de ATR-SEIRAS de la adenina 0.01 mM de la figura 3.34 a pH presentan
dos sefiales positivas en todo rango de potenciales a c.a 3345 y 3204 cm™ que se
asignan a los modos normales de vibracién asimétricos y simétricos del grupo amino.®*
Al adicionar timina 1mM a disoluciones que contenian adenina 0.01 mM adsorbida

quimicamente las sefiales asociadas con los modos normales de vibracién simétricos y
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asimétricos del grupo amimo se desplazan hacia el azul ca 13 y 15 cm’!
respectivamente y aparece una nueva sefial como un hombro a 3590 cm™'. Esta sefial es
caracteristica de vOH libre, de moléculas de agua co-adsorbidas.?>?® Por tanto, como
consecuencia del proceso de co-adsorciéon parece que la interfase se reorganiza
permitiendo la entrada de mas moléculas de agua. Finalmente el leve desplazamiento
hacia el azul descarta la posibilidad de formacién de puentes de hidrogeno entre la
timina y el grupo amino de la adenina, ya que, tal y como se ha descrito en la
bibliografia, este tipo de interaccién origina un desplazamiento hacia el rojo y en una

extensién de aproximadamente 200 cm™!.?’

La asociaciéon de las bases complementarias en la interfase puede deberse en gran
medida al apilamiento de los anillos aromaticos (m-staking) al igual que ocurre en el
ADN. 2830 Existen fundamentalmente tres tipos de interaccion de tipo m-staking (Fig.
34)*! en funcion de la disposicién relativa de los anillos aromaticos: eclipsados
desplazados (a) la geometria face-to-face o de tipo sandwich; (b) desplazamiento

paralelo y (c) edge-to-face o en forma de T
a) b) c)
= =

Fig. 3.35 Posibles interacciones de tipo n-staking entre anillos aromaticos

De acuerdo con los resultados espectroelectroquimicos obtenidos cuando ambas bases
estan en la interfase a pH 1 la timina parece adoptar una disposicidon paralela a la
superficie del electrodo mientras que la adenina se sitda perpendicularmente. Estos
resultados sugieren la posibilidad de interacciones de tipo T-edge to face entre bases

complementarias.

Se han realizado estudios similares a pH 7.5 y 11 que se muestran en las figuras 3.36 y
3.37. A ambos valores de pH se observan efectos similares en las sefiales de la regio

3200-3600 cm™! cuando las dos bases estan co-adsorbidas a los observados a pH 1.
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Fig. 3.36 Espectros de ATR-SEIRA en las regiones de 2800-3900 cm! para disoluciones de adenina
0.01mM (- ® - » -), adenina 0.01 mM y timina 1mM (—) adsorbidas sobre peliculas nanoestructuradas de
oro en H,O a pH 7.5 y a los potenciales indicados. Los espectros estan referidos al electrolito soporte al

mismo valor de potencial.
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Fig. 3.37 Espectros de ATR-SEIRA en las regiones de 2800-3900 cm! para disoluciones de adenina
0.01mM (- ® - » -), adenina 0.01 mM y timina 1mM (—) adsorbidas sobre peliculas nanoestructuradas de
oro en H,O a pH 11 y a los potenciales indicados. Los espectros estin referidos al electrolito soporte al

mismo valor de potencial.
3.3.6. Conclusiones

Los resultados de transmision de timina 10mM y adenina 10mM en H>O y DO a pH 1
en comparacion con los espectros de las bases individuales han permitido concluir que
en disoluciones acuosas la distincién de los puentes de hidrégeno entre pares de bases
complementarias y/o entre casa una de las bases con el agua parece que resulta

practicamente imposible.

Sin embargo se han podido estudiar las interacciones entre la timina y la adenina
adsorbidas sobre superficies de oro nanoestructuradas a pH 1, 7.5 y 11 por comparacion
de los espectros de ATR-SEIRAS de las bases co-adsorbidas con los espectros de las
bases individuales en las mismas condiciones. El aumento de la intensidad de la sefiales
de adenina 0.0lmM en presencia de timina 1 mM parecen implicar cambios en la
organizacion de las dos bases respecto a la superficie del electrodo. Ademas en medio

neutro se ha encontrado que este aumento puede estar relacionado con un aumento un
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aumento del exceso superficial de adenina aunque no se puede descartar un aumento de
la inclinacion del plano molecular de la adenina cuando esta adsorbida en presencia de
timina. Por otro lado la pérdida de las sefiales de timina 1 mM en presencia de adenina
0.01 mM se ha explicado como una reorientacién de la molécula de timina en la que
esta adopta una disposicion mas paralela respecto al electrodo. Esta disposicion ademas
podria favorecer la formacién de puentes de hidrégeno ya que los atomos de timina
implicados en esta interaccion quedarian libres al no estar interaccionando con la
superficie electrodica. Sin embargo el analisis de las sefiales en la region 3600-3000 cm™
! ha permitido confirmar que no existe interacciéon por puentes de hidrégeno entre el
grupo amino de la adenina y la timina ya que las sefiales asociadas a los modos de

vibracion de NH> mantienen su posicion en presencia de timina.

Pero el hecho de que cantidades muy pequeias de cada base (en el nivel de la
submonocapa) induzca cambios significativos en los espectros de su base
complementaria, incluso al adsorberse a partir de disoluciones a mayor concentracion de
la base complementaria sugiere que la co-adsorcion de adenina y timina es un proceso
cooperativo en el que se pueden ver implicados mecanismos de interaccién de tipo

dipolo-dipolo o m-staking.
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Capitulo 4
Estudio Cinético de la Adsorcion de la Adenina sobre

Electrodos de Au(111) mediante Espectroscopia
Electroquimica de Impedancias

143



4.1 Introduccion

En trabajos previos a esta Tesis se abordd el estudio de la cinética de adsorcion de
adenina sobre electrodos monocristalinos de oro Au(111) en disoluciones de NaF 0.5
M, mediante la aplicacién de la Espectroscopia Electroquimica de Impedancias (EIS).!
Mediante esta técnica es posible estudiar procesos en la superficie de los electrodos que
suceden en escalas de tiempo cortas, como es el caso de los procesos de
adsorcion/desorciéon, mediante la seleccion adecuada de las frecuencias de la
perturbacion. Ademas, la naturaleza compleja de la impedancia permite separar distintas
contribuciones a la impedancia del electrodo mediante el andlisis de las componentes
real e imaginaria de la impedancia o de la admitancia.” Para el estudio previo de la
adsorcion de adenina sobre Au(111) en medio neutro se emple6 un procedimiento
experimental disefiado para evitar la influencia de la reconstruccidén/pérdida de la
reconstruccidon superficial inducida por el potencial en la dispersiéon de la impedancia
con la frecuencia. Los resultados se analizaron conforme a un modelo basado en el que
originalmente desarrollaron Frumkin y Melik-Gaykazyan®, que s6lo era aplicable en los
dos casos limite de control puro por difusién o por activacioén y, ademés, suponiendo
una dependencia con el potencial del tipo Butler-Volmer para la constante de velocidad
de adsorcién y una isoterma de adsorcion de Langmuir. Este modelo original fue
ampliado. primero por Berzins y Delahay* y posteriormente por Pajkossy’, de forma
que permite analizar situaciones con control cinético mixto y, ademas, no es necesario
realizar ninguna suposicion “a priori” sobre la dependencia de las constantes de

velocidad con el potencial o sobre la isoterma de adsorcion aplicable.

El analisis de los datos de EIS conforme al citado modelo permitié explicar la
dependencia con la frecuencia a cada potencial. De los parametros obtenidos del andlisis
con la frecuencia se calcularon los tiempos de relajacion de las etapas de difusion y de
adsorcidn, ademas de la velocidad especifica del proceso de adsorcién. Con esto datos
se concluyd que el control cinético en las condiciones experimentales estudiadas era
mixto, aunque con una mayor contribucién de la difusiéon. Ademas, se pudo calcular la

velocidad especifica de la etapa de adsorcidn en funcién del potencial.

Los estudios espectro-electroquimicos posteriores, algunos de ellos incluidos

anteriormente en este manuscrito,®’ permitieron deducir, como se muestra en la figura

4.1, que en medio neutro la especie adsorbida es la adenina neutra (AdH; ), la misma
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que estd presente en disolucion, mientras que en medio 4cido la especie presente en
disolucion es la forma protonada (AdHJ) pero la especie que se adsorbe es la neutra.
Por otra parte, en disoluciones bésicas la forma anidnica de la adenina (AdH,) es la

forma presente, tanto en disolucién como en estado adsorbido.

. pKy =42 pK,n=9.8
AdHy (sol) ¥ R AdH3(501) R AdH2-(s01)
H H
AdH3(ads) AdH2-(ads)

Fig. 4.1 Adsorcioén de la adenina con distintos grados de protonacién sobre electrodos de Au(111)

Esta influencia del pH en el equilibrio de adsorcién de la adenina sobre electrodos de
oro debe verse reflejada en cambios importantes en los aspectos cinéticos del proceso.
Por una parte, en medio basico es una especie distinta, con carga negativa, la que se
adsorbe quimicamente en comparacién con el medio neutro. Por otra parte, en medio
acido la adsorcidn quimica de la adenina debe ir acompafiada de la desprotonacion de la
adenina cationica, que es la especie presente en disolucion, lo que supone la existencia

de una etapa adicional al proceso de adsorcion considerado en medio neutro.

En este capitulo se describe el estudio realizado mediante EIS de la cinética de
adsorcion de adenina sobre electrodos monocristalinos de Au(l111) en disoluciones
acidas y basicas, y su comparacion con los resultados previamente obtenidos en medio
neutro. Las medidas se han realizado siguiendo el procedimiento empleado
anteriormente para evitar la interferencia de los fendmenos de reconstruccion/pérdida de
reconstruccion superficial inducidos por el potencial.' Para el andlisis de los resultados
en medio dcido se han deducido las ecuaciones de impedancia correspondientes a un
proceso de adsorcidn con una etapa quimica previa acoplada, para dar cuenta de la etapa
de desprotonacion de la adenina cationica AdH; . Las ecuaciones de la impedancia
electroquimica muestran, en principio, una dependencia con la frecuencia diferente a las
ecuaciones correspondientes a un proceso de adsorcion elemental, sin etapas quimicas
acopladas, empleadas para el anilisis de los datos obtenidos en medio neutro y bésico.!
Se encuentran dos casos limite, de altas y de bajas frecuencias respectivamente, en los
que la dependencia con la frecuencia es la misma que para un proceso de adsorcion

elemental, pero el significado de los parametros independientes de la frecuencia es
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diferente en el caso limite de bajas frecuencias. Los datos obtenidos en medio 4cido se
analizan conforme a este caso limite, y los resultados se comparan a los tres valores de

pH. Los resultados obtenidos han dado lugar a dos publicaciones. °

4.2. Teoria: Espectroscopia Electroquimica de Impedancias para un

Proceso de Adsorcion con una Etapa Quimica Previa Acoplada.

El proceso de adsorcion de una especie quimica “A”, que se forma por transformacion
previa de una especie B, presente en disolucién pero que no es susceptible de

adsorberse, puede representarse como:

k
B(sol) = k ;

= A(sol)

kad
A(SOI) ~ — A(ad)

Fig. 4.2 Representacion de un proceso de adsorcidn con una etapa quimica previa.

Donde ki y k.1 son las constantes de velocidad en sentido directo e inverso de la etapa
quimica previa, y k,q y k4 las constantes de velocidad de adsorcidn y de desorcion de
A, respectivamente. La velocidad de la etapa de adsorcién se puede formular de la

misma manera que en el caso de una adsorcién elemental, sin etapa previa:'%!!

ar

Vaa = d_tA = kadfad([;l)cA,x=O — kafa(ly) (D
donde ¢4 =9 €s la concentracion volumétrica de la especie A, justo en la superficie del
electrodo, Iy es el exceso superficial de A, y f,q(I4) y fa(I;) son dos funciones
monoétonas del exceso superficial. Cuando el recubrimiento tiende a la unidad, f,4 y

fq tienden a 0 y a 1, respectivamente, y a la inversa cuando el recubrimiento tiende a 0.

La impedancia de adsorcién, Z,4, se define como la relaciéon entre los cambios del
potencial, AE, y de la densidad de corriente, Al,4, debida a la adsorcion, expresado en

el dominio de Laplace:

Zaa = 2)




donde la densidad de corriente se define como:

oM\ dryu (OJM)
Iad o (aFA)E at 0Ty vadE (3)

Con o™ siendo la densidad de carga sobre el metal.

La velocidad de adsorcion, v,y = v,y (1}1, CA'E), es una funcién de tres variables
independientes: el exceso superficial, la concentracién de la especie A (en x=0) y el
potencial aplicado. Por tanto, el cambio en la velocidad de adsorcion, Av,g4, ante una
perturbacion de pequeiia amplitud se puede expresar en funcidn de los cambios de tres

variables, AE, AT'y Acy,=o, que en el dominio de Laplace se expresa como:

Ay = (Yad)  RE 4 (Ye2) R 4 (Yad
L(Av,y) = Dovgy = ( o AE + ( ! )E,CA AT, + ( Ac, &)

)FA:CA A aCA)FA,CA

Acy - se ve afectado por la presencia de la etapa quimica previa. Esta situacion es
similar a la que se encuentra frecuentemente en procesos de transferencia electrénica
faradaica con etapas quimicas previas acopladas, denominados como mecanismos CE.
La aplicacion de la segunda ley de Fick para las especies A y B incluye el balance

debido a la etapa quimica. En el caso de considerar difusion lineal:

ac d%c

a_tB =D 6xf —kicg +k_qcy (5a)
ac d%c
a_f = Ox; —kicg —k_1¢4 (5b)

D es el coeficiente de difusiéon comin para A y B. Las ecuaciones (5) se pueden

transformar con los cambios de variables:

Cp =Cg+¢y (6a)
CQ - kCCB - CA (6b)
Asi que:
an _ aZCp
> = D %2 (7a)
9 _ pPcq _
Pyl D 22 kCcQ (7b)

Que en el dominio de Laplace se convierten en:
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— a%cp

SCp = Cpi=0 = 32 (8a)
— 0%cq —
S CQ - CQ,t=0 = W - kCCQ (Sb)

1
Donde s =i - w es la variable transformada, i = (—1)z es la unidad compleja y w es la

frecuencia angular.
Las condiciones de contorno iniciales para las ecuaciones anteriores son:
Cpt=0 = Cp (concentracion total de ¢y + cp en el seno de la disolucién y ¢ t=o = 0.

Teniendo en cuenta estas condiciones iniciales es posible obtener las soluciones

generales para las ecuaciones (8a) y (8b):

1 1

Ccp = Pyexp I(%)E xl + P,exp l— (%)E xl + %(9&1)

Co = Qiexp l(%)% xl + Q,exp l— (S:#)% xl(9b)

Las constantes de integracion P;, P,, Q1 y Q, se obtienen de las condiciones en el seno

de la disolucién (suponiendo difusidn semiinfinita) y en la superficie:

— * —
Y= o cp=¢Co>P =0

( (0Cp 0C, . /s -\
(5).=(G5)_, =maa~r=7a(3)

6.~ -5 )
—_— —_ — = — b d =
ax =0 ax . Uad QZ Uad D

Por tanto, las soluciones particulares se convierten en:

x=0

1

Cemoy = Vad (3) * (10a)

_ __ (s+ks\ ™
€Q(x=q) = Vad (ST) 2 (10b)
Deshaciendo el cambio de variables es posible obtener la expresion para Acy y=o:
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1 1
_ _ Ki (s Y 1 s+k\ 2
ACs =gy = ~AVaq [K1+1 (D) + K1+1( D ) l an

ki . . .
con K; = k—l siendo la constante de equilibrio de la etapa quimica.

Por otro lado, la transformacion de Laplance de la ecuacion (1) proporciona la relacion

entre AI'y y Avgy:
AT, = s71Av,, (12)

Asi la sustitucion de las ecuaciones (11) y (12) en la ecuacion (4) permite derivar la

expresion para la impedancia de adsorcién de la ecuacion (2), como:
Zad = Rad + Oad G(S) + (Cads)_l (13)

Donde R,g4, 0,4 Y Cqq son parametros independientes de la frecuencia, denominados
resistencia de adsorcidn, coeficiente de Warburg de adsorcion y capacidad de adsorcion,

respectivamente, y cuyo significado viene expresado por las siguientes ecuaciones:

1 _ (99 (9Vaa
Rad - (OFA)E( 0E )FACA (143)

_ 6vad
Gaa = Raa (5 )FA’E (14b)

-1 _ Ouad
Cad = Raa ((,FA)CA’E (14c)
La funcién G(s) viene dada por la ecuacion:
G(s) = [s72 + (s + ko) 7 (15)
Ki+1 Ki+1 ¢

Esta expresion para G(s) tiene la misma dependencia con la frecuencia que la
denominada impedancia Gerischer,'>!? deducida para el proceso de transferencia de un
electrén acoplado con una etapa quimica previa homogénea. La variacion de G(s) con la
frecuencia depende del valor relativo de ke en comparaciéon con los valores de la
frecuencia (incluida en s). En el caso de un proceso de adsorcién sin etapa quimica

previa, G(s) es directamente proporcional a s'/2.
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La impedancia interfacial incluye, ademas, la impedancia correspondiente al proceso de
la carga de la doble capa, a exceso superficial constante, caracterizado por una corriente

capacitativa, I 4 dada por:

acM dE dE
Iy = (_6E )FAE =Cair, 7, (16)

La densidad de corriente de la doble capa es aditiva a la densidad de corriente de
adsorcion, asi que la impedancia de la doble capa Za, se puede deducir facilmente de la

ecuacion (16):

Zgy = (Cdl,I"AS)_l (17)

La combinacién en paralelo de las impedancias de adsorcion y de doble capa

proporciona la impedancia electrédica o interfacial:

e -1
Zor = {[Raa + 04aG(s) + (Caq8) 17" + Cayr, 5} (18)

La ecuacion (18) es la expresion general para la impedancia interfacial de un proceso de

adsorcion acoplado a una etapa quimica previa.

La ecuacion deducida para el proceso de adsorcién en ausencia de etapa quimica

1
acoplada se puede obtener de la expresion general haciendo G(s) = s~ 2:

_ -1
Ze = {[Rad + 00as V% + (Cogs)™] T4 Cdl,rAS} (19)

Esta situacion se puede obtener a partir de la mas general, ecuacién (18), en el caso de
que la constante de equilibrio de la etapa quimica es muy alta K4 > 1. Naturalmente se
trata de un caso trivial en el que el equilibrio quimico previo estaria desplazado hacia la

obtencion de A en disolucidn.

A parte de este caso trivial se pueden distinguir dos casos limites dependiendo de los
valores relativos de s y de k. en los que la influencia de la frecuencia en la impedancia
de adsorcidn es idéntica a la influencia de la frecuencia para la impedancia de adsorcion

de un proceso de adsorcion sin etapa quimica previa.
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En el limite de altas frecuencias que se aplica si § » k¢ la funcién G(s) se simplifica a

1
s 2. Por tanto, la impedancia de adsorcion tiene la misma dependencia con la frecuencia

que presente en ausencia de la etapa quimica previa:

1
(Zad)HF = Rad + O-adS_E + (Cads)_l (20)

En el limite de bajas frecuencias, cuando s < k_, es posible simplificar la expresién de

G(s), de forma que la expresion de la impedancia de adsorcién queda como:

1

k.2 K -
(Zad)LF = Rad + Oqd m + Oqd Fil + (Cads) 1 (21)

Esta ecuacion proporciona la misma dependencia con la frecuencia que la ecuacién 20
pero con valores aparentes para el coeficiente de Warburg y la resistencia de adsorcion.
El coeficiente de Warburg aparente incluye el coeficiente de Warburg verdadero y la

constante de equilibrio de la etapa quimica:

app _ Ky
g, = O, 22a
ad ad Kl 1 ( )

La resistencia de adsorcion aparente incluye, ademdas de la resistencia de adsorcion
verdadera, las constantes de equilibrio y de velocidad de la etapa quimica de acuerdo

con:

1

k. 2
Rad’ = Raa + Oaa 57 (22b)

4.3 Experimental

4.3.1 Reactivos células y electrodos

Se prepararon disoluciones de electrolito a distintos valores de pH utilizando como
reactivos HC104, NaF y NaOH (ultrapura) y como disolvente agua ultrapura obtenida

mediante un sistema purificador (Elgastat y MilliQ).

Se han realizado medidas de impedancia en funcién de la frecuencia y del potencial de
continua usando un electrodo de Au(l11) en disoluciones de adenina (Sigma-
Aldhrich®) de concentracion 1 mM en los diferentes electrolitos soporte. La

concentracion de trabajo de adenina se consiguid por adicidn de la cantidad adecuada de
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una disoluciéon stock 10 mM. Las disoluciones se desoxigenaron con argén de alta
pureza durante 20 minutos y después se mantuvo la presién de gas por encima de la

disolucion mientras se realizaban las medidas.

Las demas condiciones de pureza de las disoluciones, de tratamiento del electrodo de
trabajo, electrodo auxiliar y electrodo de referencia (Hg/Hg>SO4) fueron las mismas que

las descritas en el capitulo 2.

4.3.1 Procedimiento experimental

Las medidas electroquimicas se realizaron con un sistema electroquimico
multifuncional (IviumStat), de Ivium Technologies equipado con un analizador de
respuesta de frecuencia. Como la adsorcion de la adenina induce la pérdida de la
reconstruccion de la superficie del electrodo de Au(111) obtenida durante el tratamiento
a la llama'* antes de cada media de impedancia se realiz6 un barrido anédico a 10 mV/s
hasta un potencial mayor que el correspondiente a la adsorciéon quimica de la adenina a
cada valor de pH (Ecw) y se mantuvo a ese valor de potencial durante un tiempo largo (5
minutos) para garantizar la pérdida de la reconstruccion de la superficie electrodica. La
impedancia a cada potencial se midi6 a frecuencias que varian desde 20 a 7500 Hz por
aplicacion de una sola perturbacién de corriente alterna con una amplitud de 10mV. El
tiempo de equilibrio a cada uno de los potenciales fue de 1s, que como ya se habia
estudiado en el Grupo al realizar el analisis termodindmico de la adsorcién en medio
neutro'* era tiempo suficiente para alcanzar el equilibrio de adsorcién pero insuficiente
para que a los potenciales mas negativos tenga lugar la formaciéon de dominios
reconstruidos de la superficie del electrodo de oro de forma significativa. Los valores de
impedancia en funcién de la frecuencia a cada potencial se obtuvieron por dos
procedimientos diferentes en relacion a la secuencia de perturbaciones de potencial

aplicada sobre el electrodo, esquematizados en la figura 3.

1. Procedimiento acumulado: Este procedimiento se basa en medir la impedancia

de la célula a potenciales de continua que se modifican en dos series
secuenciales en direcciones opuestas. Asi primero se realizé el barrido hacia
potenciales inferiores y a continuacién hacia potenciales mas altos intercalando

los potenciales. Este procedimiento permite comprobar si la reconstruccion
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electroquimica de la superficie electrodica de Au(111) que tiene lugar a bajos
valores de potenciales afecta en las medidas de impedancia. (Fig. 1a), dado que
el posible efecto se iria acumulando durante las medidas realizadas a potenciales

bajos.

2. Procedimiento de punto a punto: la impedancia se mide igualmente en dos series
intercaladas de potencial a lo largo de la onda de adsorcion de la adenina a cada
valor de pH, salvo que antes de aplicar cada potencial de medida (Emedida), se le
aplica al electrodo un pre-tatamiento, en el que se mantiene durante 60s un
potencial alto, al cual la adenina se adsorbe quimicamente y en el que se
garantiza la naturaleza no reconstruida de la superficie del electrodo (Potencial
de contacto, Ecto). El ciclo de pasos Emedida/Ecto s€ repite para cada frecuencia
hasta que se ha medido el espectro total de impedancia a cada potencial de

medida. (Fig. 4.3b)

40mV1 40mvi

cto. —

<>
5 min 1s 5min 1s 1min

Fig. 4.3Perturbaciones de potencial de continua en funcién del tiempo empleados en las medidas de EIS

seglin los procedimientos: a) acumulado y b) punto a punto

4.4 Resultados

4.4.1. Curvas de pseudocapacidad frente al potencial

La figura 4 representa los valores de pseudocapacidad, C; = (wZ ")_1 a 30Hz, frente al
potencial obtenidos experimentalmente para la adosrciéon de adenina ImM en medio

basico utilizando el procedimiento de potenciales acumulados y el de punto a punto.
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Las curvas C; frente a E en la figura 4.4 son coincidentes a potenciales mayores de -
0.4Vvs SCE, sin embargo presentan diferencias marcadas a potenciales menores
dependiendo del procedimiento de medida que se utilice. El procedimiento de punto a
punto proporciona una excelente intercalacion entre los datos obtenidos en dos barridos
consecutivos en direcciones opuestas, confirmando que el pre-tratamiento al potencial
de contacto, Ec, garantiza la superficie no-reconstruida del electrodo, antes de cada
medida de impedancia. Sin embargo, los valores de C; obtenidos con el procedimiento
acumulado claramente se desvian de las graficas obtenidas con el procedimiento de
punto a punto a los potenciales alrededor del médximo de la curva y muestra una clara
histéresis entre los barridos en el sentido de los potenciales altos y en el sentido de los

potenciales bajos.

250
i omB
200 omf o
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=
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©" 100 - = .
[ ] l:|O
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50 - ':Hﬂﬂ:‘nn ':bo
m%itnmﬂmm
O T T T T
-0.6 -0.4 -0.2 0.0
E vs SCE/V

Fig. 4.4 Curvas C; vsE medidas a 30 Hz para un electrodo de Au(111) en contacto con una disolucién de

Adenina 1mM en NaOH/ NaF 0.3 M a pH 12 empleando diferentes procedimientos de medidas; punto a

punto desde -0.1 V hasta -0.54Vvs SCE con E, = 0Vvs SCE (circulos rellenos) y la vuelta desde -0.52 Vvs
SCE hasta -0.32 Vvs SCE (circulos huecos). Procedimientos de acumulados desde OVvs SCE hasta -0.6V

(cuadros rellenos) y la vuelta desde -0.58 Vvs SCE hasta -0.02Vvs SCE (cuadros huecos)
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Esto sugiere que la reconstruccidn electroquimica tiene lugar mientras se barre hacia la
region de potenciales negativos durante la medida. El mismo efecto se ha encontrado a
los otros valores de pH investigados. Por lo tanto, todos los resultados mostrados de

aqui en adelante han sido realizados por el método de punto a punto.

La influencia del pH en las curvas de pseudocapacidad frente al potencial obtenido a
dos valores de frecuencias (30 y 938 Hz) se muestra en la figura 5 para una
concentracion de adenina 1mM en disolucién. Se observa que el méaximo de
pseudocapacidad se desplaza desde -0.02 V hasta -0.38 Vvs SCE cuando el pH se
modifica desde 1 hasta 7.5. A pH 12 el miximo de Cs se desplaza solamente 0.06 Vvs
SCE, con respecto al de pH 7,5 (hasta -0.44 Vvs SCE).

250
QCq pH 12
/ @Q\
200 1 ;P ®
d \\
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Ve 150 / \
w / q w/&
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? 100 2 v,
$) o ) Qh ﬁ/v/v v\
ﬂb \ ¢ \
2 N v "X
50| of .,.-!-Il vIVe¥ \ Ty
o gt i-i\ vy
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co T3
O T T T T
0.5 -0.3 -0.1 0.1
Evs SCE/V

Fig. 4.5 Curvas Cgvs E medidas a 30 Hz (simbolos huecos) y 998 Hz (simbolos rellenos) con el
procedimiento punto a punto en dos series intercaladas de potenciales para la adsorcioén de adenina 1mM

sobre electrodos de Au(111) en disoluciones a pH 1 (tridngulos), pH= 7.5 (cuadrados) y pH=12 (circulos)

En la figura 4.5 también se puede observar una clara dependencia de Cs con la
frecuencia a los potenciales alrededor del maximo. Al aumentar la frecuencia los

valores de capacidad del pico disminuyen y el maximo se desplaza ligeramente hacia
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potenciales menores. Sin embargo a valores de potencial mayores que el inicio de la
adsorcion de la adenina la dependencia de la pseudocapacidad con la frecuencia es

insignificante.

Esta dispersion de la pseudocapacidad con la frecuencia, que implica una desviacion del
comportamiento de un circuito RC, se puede cuantificar utilizando un elemento
constante de fase (CPE), que tiene un valor de impedancia de Z.pr = (Qiw)~ % donde Q
y a (que toma valores de 0 a 1) son parametros independientes de la frecuencia. Para un
comportamiento del tipo RC ideal el parametro a del CPE toma un valor de 1. El CPE
tradicionalmente se atribuye a las rugosidades superficiales, heterogeneidades o los

procesos faradaicos debidos a las impurezas.

En la figura 4.6 se representan los valores de a obtenidos a diferentes valores de pH
frente al potencial. Se puede observar que a claramente se desvia del valor de 1 en la
region de potenciales correspondientes al pico de capacidad. El valor méas bajo de a se

obtiene a pH 12.
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Fig. 4.6 Representacion grafica de los valores del parametro adel CPE en funcién del potencial para la
adsorcion de adenina 1mM sobre electrodos monocristalinos de Au(111) a los valores de pH indicados

(simbolos). Los resultados para el electrolito soporte (lineas) se incluye para la comparacion.

Por el contrario a potenciales menores a los del pico de capacidad o a cualquier
potencial en ausencia de adenina los valores que se obtienen para o estan proximos a 1,
por lo que la dispersion de la capacidad con la frecuencia en estas condiciones se puede
despreciar. Solamente los valores de a obtenidos en ausencia de adenina en medio 4cido
son algo mas bajos (alrededor de 0.9) a los potenciales superiores a los del pico de
adsorcién de la adenina, probablemente debido a la adsorcidn especifica de los aniones
del electrolito soporte a los potenciales altos, pero las diferencias en los valores de o son
aun significativas en presencia de adenina. Estos hechos y la homogeneidad de la
superficie del electrodo de Au(111) permite descartar que la dispersion de la frecuencia
esté causada por rugosidad o heterogeneidad. Por otra parte, el procedimiento punto a
punto evita las interferencias debidas a los fendémenos de reconstruccion / pérdida de la
reconstruccidn inducidos por el potencial. Ademas, debido a las estrictas condiciones de
limpieza no debe ocurrir ningtin proceso faradaico en las condiciones experimentales.
Por lo tanto, la dispersion de la capacidad con la frecuencia debe ser atribuida a los
efectos cinéticos del proceso de adsorcidon de adenina, asi que se han analizado los datos
de impedancia para el proceso de adsorciéon de la adenina en concordancia con el

modelo cinético de adsorcion.
4.4.2 Analisis en funcion de la frecuencia

La impedancia interfacial se puede obtener restando a la impedancia de la célula medida
experimentalmente, Z..;, el valor de la resistencia 6éhmica del electrolito, Ry, que se
obtiene a cada potencial del valor de la componente real de la impedancia de la célula a
altas frecuencias. El comportamiento de la admitancia interfacial, Y, con la frecuencia
es mas sensible que el comportamiento de la impedancia a los valores de los pardmetros
cinéticos y termodinamicos de la adsorcidn.

1 -1

1
Yel = m = Cdl’['iw + [Rad + O'ad(i(l))_E + (Cadiw)_l] (23)

Los diagramas de Nyquist de las componentes real e imaginaria de la admitancia

) .Y Y,
normalizada frente a la frecuencia, f Vs Zl

, donde Y,; eY,; son las componentes real
e imaginaria de la admitancia, respectivamente, proporcionan una vision global sobre el
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control cinético del proceso de adsorcion: para un control puramente cinético por
activacidon de la adsorcidn este diagrama es un arco de semicirculo perfecto con el
centro situado sobre el eje de abscisas. Si el control es puramente por el proceso de
difusioén el arco de semicirculo esta achatado, con su centro por debajo del eje de

abscisas. Finalmente para un control mixto, por adsorcion y difusion, se obtiene un arco

de semicirculo deformado.!>1¢

En la figura 4.7 se representan los diagramas de Nyquist a tres valores de pH diferentes

para la adsorcién de adenina sobre electrodos de Au(111).
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Fig. 4.7.- Diagramas de Nyquist para la adsorcion de adenina 1mM sobre electrodos de Au(111) a los
valores de pH y potenciales indicados. Se incluyen también a cada pH las correspondientes curvas de
pseudo-capacidad a 30 Hz frente al potencial obtenidas en las mismas condiciones. Las lineas continuas

corresponden con los datos tedricos calculados a partir del andlisis con la frecuencia.
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Los arcos en la figura 4.7 son achatados, aunque parcialmente deformados. Esto sugiere
que el control cinético por difusién domina el proceso en lugar del proceso de adsorcion
por activacion. Ademads, la longitud de los arcos para el mismo rango de frecuencia

aumenta cuando el potencial del espectro estd més cerca del pico de capacidad.

El andlisis con la frecuencia de la impedancia experimental (o admitancia) de acuerdo
con la ecuacién (23) debe proporcionar los valores de cuatro pardmetros independientes
de la frecuencia, Cy r, Rgg, 0qa Y Caq- Una de las ventajas de usar la admitancia
electrodica normalizada de la frecuencia en lugar de la impedancia es que la
componente real de la admitancia electroédica no depende del pardmetro Cy; . Se ha
comprobado que la dependencia con la frecuencia de la componente real de la funcién
% proporciona mayor informacion cinética que % Por ejemplo las gréificas de %

2. como las mostradas en la figura 4.8, son muy sensibles a las variaciones de

frente a w!
los parametros cinéticos y termodindmicos de la adsorcion, incluyendo la posible etapa

Yo

quimica previa.” Ademds la correspondiente funcién imaginaria, - proporciona el

valor de Car por extrapolacion a altas frecuencias y el valor de Cyr + Cyy a las

frecuencias mas bajas. Por lo tanto, la combinacién de ambos limites de frecuencias

proporciona un buen valor inicial de Caq para ser utilizado en el ajuste de la parte real de

la admitancia electrédica normalizada. Por tanto, el ajuste por regresion de las curvas
.

1
el 2

experimentales vs w2z conforme a las ecuaciones tedricas suele proporcionar con

w
precision los tres parametros de adsorcion, R,4, 044 Y Coa-

Los valores de estos tres parametros obtenidos se utilizan como valores iniciales para el

. . . A 1 .
ajuste de la componente imaginaria de la funcién f vs w2 con las correspondientes

ecuaciones tedricas para obtener también el valor del parametro Cy; -, ademds de los
otros tres parametros. Las diferencias entre los valores de los tres parametros que se
obtienen de los ajustes de las componentes reales e imaginarias de las funciones estan
dentro de la desviacién estandar para cada parametro obtenido. Finalmente, el andlisis
simultaneo de cuatro parametros ajustables para las dos componentes de la admitancia
electrodica normalizada de la frecuencia, usando como valores iniciales los valores
obtenidos previamente en el andlisis por separado para cada componente, proporciona

una excelente concordancia entre las curvas experimentales y las curvas generadas
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usando los parametros obtenidos del andlisis con la frecuencia, como se puede

comprobar en las figuras 4.8.

- 150

- 100

r 50

- 150

r 100

Yo w L/ pF cm2

pH 1
a)
0.0V
40 -
20 - v
q 150 -
£
(8]
‘£ 100 -
‘T|\
3 pH7.5
3 50 1
> 034V
80 -
40 4 pH 12
-0.44V
0.04 0.08
-1/2
W
Yo

Fig. 4.8.- Representacion de a)
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vs w'? y b) f vs wz a los valores de pH y potenciales indicados.

Los simbolos representan las graficas experimentales y las lineas las tedricas generadas con los

pardmetros obtenidos del anélisis con la frecuencia.



Cabe destacar que los espectros de impedancia obtenidos a todos los valores de pH,
incluido pH 1, se han podido explicar con las ecuaciones correspondientes a un proceso
de adsorcién en ausencia de etapa quimica previa, que implican una dependencia con la

frecuencia idéntica a la del circuito representado en la figura 4.9.

Cair
||
I

Rad Cad
—/ NN
0-ad

Fig. 4.9Circuito eléctrico equivalente de una célula electroquimica en el que tiene lugar un proceso de

adsorcidn sin etapa quimica previa.

Las ecuaciones generales de impedancia o admitancia para un modelo que incluye una
reaccion de desprotonacion que precede a la etapa de adsorcién no proporcionan la
misma dependencia con la frecuencia que la del circuito anterior.” Sin embargo, los
resultados  espectro-electroquimicos previos® sugieren la existencia de una

desprotonacion previa, como se representa en el figura 4.10.

ky
AdH, (o) == AdHj (1) )
k.
- Kaa - AdH
AdHj3) + superficie == 3(ad)
kg

Fig. 4.10 Proceso de adsorcion de la adenina sobre electrodos de Au(111) en medio acido.

Es necesario indicar que la constante de velocidad inversa de la etapa quimica, k_,
incluye en su expresion la concentracion de protones, que a pH 1 se puede suponer
constante dado que es mucho mayor que la concentracion de adenina. De esta forma
seran aplicables las ecuaciones de impedancia deducidas anteriormente para un proceso
de adsorciéon con una etapa quimica previa de primer orden en ambos sentidos,

sustituyendo las constantes de velocidad total y de equilibrio verdaderas, k. y K;, por
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sus correspondientes valores aparentes, k. y Ky, que incluyen la concentraciones de
iones H".Teniendo en cuenta que la dependencia de los resultados de impedancia
electrédica con la frecuencia es del mismo tipo que el correspondiente a un proceso de
adsorcién sin etapa quimica previa, ecuacion (19), se plantea la hipétesis de que el
sistema se encuentre en alguno de los dos casos limite incluidos en el modelo general de
la ecuacién (18). Cabe esperar que el paso de protonacion/desprotonacidn sea rapido,
con valores de constante de velocidad en el orden de las frecuencias de las vibraciones
moleculares (10'2-10'* s, por lo que dado el rango de frecuencias utilizado en nuestras
medidas es razonable suponer que el limite de bajas frecuencias de la ecuacién de
impedancia sea aplicable la adsorcion de adenina sobre Au(111) en medio 4cido. De
esta forma el coeficiente de Warburg de adsorcion obtenido del andlisis de los datos a
pH 1 debe considerarse como un coeficiente de Warburg “aparente”, puesto que incluye
la constante de equilibrio de la etapa quimica de acuerdo con la ecuacion (22a). Por otra
parte, el valor aparente de R,; obtenido puede considerarse coincidente con el
verdadero, pues el segundo sumando de la ecuacion (22b) debe ser despreciable, dado el

alto valor esperable para la constante de velocidad total, k..
4.5 Discusion

Los valores para los cuatro pardmetros independientes de la frecuencia (R,4,0,4 O
a . P . .,

aag ,Caaq y Cqyr) obtenidos del andlisis con la frecuencia se representan en funcion del

potencial en las figuras 4.9 a-c. Se observa como R,; y 0,4 presentan un minimo

mientras que C,y4 presenta un maximo a potenciales alrededor del maximo de adsorcion

de la adenina.

Las representaciones graficas de Cy;  frente al potencial en medio neutro y basico a los
potenciales inferiores a los del pico de adsorcidén de adenina son casi coincidentes con
las del electrolito soporte en las mismas condiciones y se hacen ligeramente inferiores a
potenciales superiores, donde la adenina se encuentra adsorbida. En medio 4cido las
diferencias con el electrolito en ausencia de adenina son algo mayores, pero no son
significativas en vista de la menor precision del andlisis con la frecuencia (la dispersion
de la frecuencia de los datos de impedancia es menor). Por lo que los valores calculados

de Cg4; r pueden considerarse proximos a la pseudocapacidad del electrolito soporte.
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Fig. 4.11Representacion de a) R4 vs E b) 0,4 vs E'y ¢) Cpq (simbolos huecos) y Cy; r (simbolos rellenos)
vs E obtenidos del analisis con la frecuencia de acuerdo con la ecuacién 4 para la adsorcién de adenina
ImM sobre Au(111) en disoluciones a pH 1 (tridngulos), pH 7.5 (cuadrados) y pH 12 (circulos). En la

gréfica c) se incluye la pseudocapacidad obtenida para el electrolito soporte (lineas). En la figura 11b los

a . A
valores representados a pH 1 corresponden a amf . Las barras de error se han estimado de la desviacién
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La comparacién de las representaciones de R,y4, Cpq Y 044 €n funcidn del potencial a
pH 12 y 7.5 muestran un ligero desplazamiento a pH 12 hacia potenciales inferiores de
aproximandamente 60 mV para 4.5 unidades de pH. Esta variaciéon con el pH podria
atribuirse en principio a una naturaleza diferente de las especies adsorbidas a cada valor
de pH, siendo la forma neutra la predominante a pH 7.5 y la aniénica desprotonada la
predominante a pH 12. En ambas condiciones se obtienen valores minimos de R g4
similares, lo que sugiere contribuciones cinéticas parecidas. Por el contrario, se
observan diferencias significativas en los valores del minimo de 0,4 y del maximo de
Caa- A pH 12 6.4 €s menor mientras que C,4 €s mayor que a pH 7.5. De acuerdo con sus

definiciones en las ecuaciones (14b) y (14c) ambos parametros incluyen las derivadas

. aaM ar .
parciales —r ). ¥ (55) o susinversas en el caso de g,4. Se puede esperar que ambos
E c

factores dependan de la naturaleza de la molécula de adsorbato, especialmente si las
diferencias entre los adsorbatos a pH 12 y pH 7.5 implican o no un cambio en la carga
neta de la molécula. En consecuencia, estas diferencias en los pardmetros obtenidos a
pH 12 y pH 7.5 estan en concordancia con los resultados espectroelectroquimicos
previos descritos en el capitulo 3 de esta tesis, que sugerian que a pH 12 se adsorbe la

especie anionica mientras que a pH 7.5 lo hace la forma neutra.

Respecto a los datos a pH 1 las representaciones de R4, 0,4y Cqq frente al potencial se
desplazan aproximadamente 350mV hacia potenciales mayores, al compararlo con las
mismas representaciones a pH 7.5. Este desplazamiento estd de acuerdo con que el
proceso de adsorcion implica la desprotonaciéon de la especie catidnica, AHS .en
disolucién. Por otro lado los valores de R,y y agg obtenidos a pH 1 son menores que

los obtenidos a pH 7.5.

Teniendo en cuenta que a ambos valores de pH la especie que se adsorbe es la forma
. 6 . 2
neutra, como muestran los experimentos IRRAS,” se esperaria que los pardmetros
termodindmicos de adsorcion/desorcion fueran equivalentes. Por tanto el valor minimo
para el coeficiente de Warburg verdadero definido en la ecuacién (14b) se puede
considerar igual a ambos valores de pH. Con esta suposicion y a partir de los valores del

minimo para g,y agg obtenidos a pH 7.5 y 1 respectivamente es posible estimar el

valor de la constante aparente de equilibrio K;utilizando la ecuacién 22a. Un valor de
0.3 £ 0.1 se obtiene de esta estimacion a pH 1, lo que corresponde con una constante de

disociacion para la adenina protonada en la interfase de 0.03 £+ 0.01. Estos valores de la

164



constante de equilibrio no pueden explicar los valores mas bajos de Rggp obtenidos a
pH 1 comparados con los valores de R,; obtenidos a pH 7.5 porque, de acuerdo con la
ecuacion (22b) y el alto valor de la constante de velocidad para las reacciones de
desprotonacion/protonacion, los valores de resistencia de adsorcién obtenidos a pH 1
deben ser la resistencia de adsorcion verdadera y ser coincidentes con los valores
obtenidos a pH 7.5. Las diferencias serin discutidas més abajo en base a la dependencia
con el potencial de la velocidad de adsorcién y el desplazamiento del potencial de

adsorcién debido a la etapa de desprotonacion.

De esta forma el valor de la constante aparente de disociacién en la interfase
electrodo/electrolito es tres 6rdenes de magnitud mayor que la constante de disociacion
para la adenina protonada en el seno de la disolucion acuosa. Los estudios de la
orientaciéon de la adenina adsorbida sobre electrodos de Au(l11) utilizando la
metodologia de FT-IRRAS cuantitativa'” permiten concluir que la adenina neutra se
adsorbe sobre el electrodo de oro con los dtomos de nitrogeno Nio del grupo amino y
Nidel anillo pirimidinico dirigidos hacia el electrodo. Por lo tanto, la interaccion del
campo eléctrico en las proximidades del electrodo sobre el fragmento molecular
involucrado en el equilibrio de disociacién, N1y con los protones puede ser lo bastante
alto como para explicar el valor obtenido para la constante de disociacién de AdH; en
las proximidades de la superficie del electrodo. Delgado y colaboradores'®demostraron
que el valor del segundo pK. de los 4cidos dicarboxilicos adsorbidos sobre electrodos de
oro disminuye a medida que el grupo caboxilico no-coordinado estd mas préximo a la
superficie del electrodo. Este comportamiento puede explicarse como consecuencia de

una interaccion entre el resto acido y la superficie del electrodo cargada positivamente.

La combinacién de los pardmetros R,4, 044 ¥ Caq proporciona los valores de los

tiempos de relajacién de difusion, 7 , y de adsorcion, 7y .1

1 (a_r) 1
dac -
T) = ——%=2"2044Caq (24a)
(2D)2
ar
tu =~ (3;),, = RaaCaa (240)

Los valores estimados de 7, y 7y a diferentes potenciales se resumen en la Tabla 1

para la adenina adsorbida a los tres valores de pH.
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Tabla 1 Valores de los tiempos de relajacién en milisegundos, de difusién y de adsorcién obtenidos de

acuerdo con la ecuacion(24) para la adsorcién de adenina sobre electrodos de Au(111) a partir de

disoluciones de adenina 1 mM a los valores de pH indicados. Tp Y Ty a pH 1 se han calculado

corrigiendo el coeficiente de Warburrg de acuerdo con la ecuacién(22a).

pH1 pH 7.5 pH 12
EV  ty/ms ty/ms | EIV 1, /ms ty/ms | E/V Tp/ms Ty /ms
0.06 34 2.7 -0.24 18.9 -0.36 5.9 2.7
0.02 1.3 1.0 -0.26 13.7 0.4 -0.38 6.3 2.9
0.00 1.6 1.3 -0.28 10.2 0.4 -0.4 2.8 1.6
-0.02 1.3 1.0 -0.3 4.0 0.4 -0.42 2.8 1.3
-0.04 1.1 0.9 -032 3.8 0.4 -0.44 0.7 0.6
-0.06 -0.34 2.3 0.4 -0.46 0.7 0.5
-0.08 5.3 -0.36 1.6 0.4 -0.48 0.3 0.4
-0.10 0.9 0.7 -0.38 1.4 0.3 -0.5 0.4 0.4
-0.40 1.2 0.3 -0.52 0.3 0.3
-0.42 1.3 0.2 -0.54 0.1 0.1
044 16 0.2

Se observa que ambos tiempos de relajacion estin dentro de un mismo orden de
magnitud (datos a pH 1 y a pH 12)o son aproximadamente un orden de magnitud mayor
parat,, (en el caso de los datos a pH 7.5). Esto confirma el control cinético mixto del
proceso por difusion y por activacion de la adsorcidn en el caso de la adsorcion apH 1y
12 y el control principalmente por difusion en el caso de la adsorcion a pH 7.5 que se

concluia de los diagramas de Nyquist de la admitancia electrédica en la figura 4.5.

Se puede tener informacion mas cuantitativa de la cinética de adsorcidn a partir de los
valores de la velocidad especifica de adsorcion, kg, f,q4(T'), que se puede obtener a

partir de los valores de R4 y 0,4 de acuerdo con la ecuaciones (14a) y (14b).

1
kaafaa(I') = D222 (25)

Las representaciones graficas de k,4f,q(I) en funcion del potencial a los tres valores

de pHs estudiados se muestran en la figura 4.12.
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Fig. 4.12Representacion de k,, f,4(I)frente al potencial, calculados a partir de los pardmetros obtenidos
del anélisis con la frecuencia y la ecuacion (25) a pH 1 (tridngulos), 7.5 (cuadrados) y 12 (circulos). Los

valores de ;" obtenidos a pH 1 se han corregido de acuerdo con la ecuacién (22a).

A pH 7.5 se observan dos comportamientos diferentes de la velocidad especifica de
adsorcion dependiendo del potencial. A valores bajos de potencial kyg; f,4(I') disminuye
con el potencial alcanzando un minimo y luego vuelve aumentar cuando los valores de
potencial aplicado son mayores. A pH 12 la ventana disponible de potenciales es mas
pequeia observandose solamente la primera tendencia. A pH 1, la constante especifica
de velocidad es mayor que a pH 7.5, y se puede apreciar una tendencia creciente con el

potencial.

La dependencia con el potencial de la velocidad especifica serd la resultante de las

19,20 una

contribuciones de kg v fz4(T). Para k,4 , Szuborska y Baranski han propuesto
dependencia con el potencial creciente, de tipo Butler-Volmer. Por su partef,;(T) es
una funcién monoétona decreciente del exceso superficial con una expresidon explicita
que depende de la isoterma de adsorcion que se aplica al sistema. La forma més simple

posible de f,;(I"), corresponde con una isoterma de Langmuir, tiene como expresion:
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faa(@) = — X ([soterma de Langmuir) (26)
kad C+kd

La ecuacion 26 supone que k,qf,q(I') aumenta con k.4, por lo que debe mostrar la
misma dependencia con el potencial, bien sea creciente o decreciente. Sin embargo, los
resultados obtenidos a pH 12 y a bajos potenciales a pH 7.5 muestran un
comportamiento decreciente de k,qf,4(T) con el potencial, mientras que cabe esperar
el comportamiento opuesto para k4. Por lo tanto, los resultados cinéticos no pueden

explicarse con una isoterma de Langmuir para la adsorcion de adenina.

El estudio termodindmico de la adsorcién de la adenina en medio neutro concluye que la
adsorcion obedece a una isoterma de tipo Frumkin, con un pardmetro de interaccion
atractivo.'* Por tanto, las interacciones laterales entre las moléculas de adsorbato en el
estado de transicion de la etapa de adsorcion y en el estado fundamental final deben
tenerse en cuenta en la expresién cinética, como sugirieron Szulborska y Baranski*

para la adsorcion de tioglicol sobre electrodos de mercurio.
faa(D) = I}'llf‘—x_r exp (%) (Isoterma de Frumkin) (27)

donde g* es el pardmetro de interaccién entre el complejo activado de la etapa de

adsorcion y el adsorbado en el estado fundamental y 6 = es el recubrimiento

max

superficial. g* afecta tanto a la barrera de energia del paso de adsorcién como a la del

de desorcion y debe estar relacionada con el parametro de interaccidntermodinamico, g:

(aAG:de / )

= a6 *

T ), o) =
aas E

a6 e

ads

*
De la ecuacidn 28 se entiende que la relacion 9 / g es algun tipo de factor de simetria y

puede ser considerado como una especie de coeficiente de transferencia de carga, asi

que este valor debe, en principio, estar entre 0 y 1.

+*
Un valor de I / g cercano a 1 proporciona una explicacion de la dependencia con el

potencial de la constante especifica de velocidad de la adsorcién de adenina sobre
Au(111) en disoluciones a pH neutro! asumiendo una dependencia de tipo Butler-

Volmer de k4 con el potencial.
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A potenciales mayores, si la concentracion de adsorbato en el seno de la disolucién es
menor que el valor requerido para saturar la superficie, de acuerdo con la ecuacion 27 la
funciéon f,4(I") debe alcanzar un valor minimo. A partir del potencial del minimo de
faa(r) toda la dependencia con el potencial de la constante de velocidad especifica
obedece la dependencia de kad, explicando el incremento exponencial de k4 f,4(I") con

el potencial a potenciales altos observado a pH 7.5 en la figura 12.

Para la adsorcidon de adenina desde disoluciones basicas, teniendo en cuenta que la
especie que se adsorbe es anidnica, AdH, , la interaccion electrostatica entre el estado
de adsorcidn de transicion y las moléculas de adsorbato en su estado fundamental deben
originar un pardmetro de interaccién menor que en medio neutro. De acuerdo con la
ecuacion (27) esto podria explicar el valor mas bajo de la constante especifica de

velocidad obtenido a pH 12.

Por otra parte, el valor mayor de la constante especifica de velocidad obtenida a pH 1
comparada con los valores a pH 7.5 también puede explicarse por la dependencia de
koq con el potencial. El desplazamiento en los potenciales de equilibrio de
adsorcién/desorcion originados por la etapa de desprotonacidén origina también un
desplazamiento de los potenciales de adsorcién hacia valores mayores a los cuales la
constante de velocidad para el paso de adsorcion, k 4, estd en crecimiento exponencial

con el potencial.
4.6 Conclusiones

La dispersion con la frecuencia obtenida para los datos de pseudocapacidad de la
adsorcién de adenina a los tres valores de pH sobre electrodos de oro (111) puede
explicarse en base al modelo cinético de adsorcién de acuerdo con los trabajos de
Melik-Gaikazayan. Este modelo no implica ninguna suposicién sobre el tipo de
isoterma que aplica o sobre la dependencia con el potencial de la constante de velocidad
de adsorcion. En la adsorcion de adenina a partir de disoluciones muy 4cidas se ha

considerado una etapa previa de desprotonacion en el modelo cinético.

Se han deducido las ecuaciones de la impedancia de la célula para un proceso de
adsorcién que incluye una etapa quimica previa. Estas ecuaciones muestran una
dependencia con la frecuencia que en principio es diferente del caso de la adsorcion

pura. Sin embargo, incluso para valores bajos de K;, existen dos casos limites que
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proporcionan la misma dependencia con la frecuencia que el proceso de adsorcion pura:
los limites de altas y de bajas frecuencias que se pueden obtener con bajos o altos
valores respectivamente de la constante de velocidad total de la etapa quimica, kc. El
limite de altas frecuencias no proporciona informacién sobre la etapa quimica, pero el
limite de bajas frecuencias incluye K; y k. en el coeficiente aparente de Warburg y en

la resistencia de adsorcion aparente.

La dependencia de la impedancia con la frecuencia de los resultados a pH 1 se explica
conforme al caso limite de bajas frecuencias.El analisis de la componentes reales e
imaginarias de la admitancias electrédicas ha proporcionado los valores de los
parametros de adsorcion: R4, 044 Y Caq €n funcion del potencial. De las graficas de Gad
en funcién del potencial se ha obtenido a pH 1 una constante de equilibrio tres 6rdenes
de magnitud mayor que la del seno de la disolucidon. Los parametros independientes de
la frecuencia han permitido calcular los tiempos de relajacidon de adsorcion y de difusion
y la constante especifica de velocidad del proceso de adsorcién. A partir de los tiempos
de relajacion se ha propuesto un control cinético mixto por la activacion de la adsorcion
y por difusién en disoluciones a pH 1 y 12 y un control cinético por difusién para
disoluciones a pH 7.5. La dependencia con el potencial de la velocidad especifica de
adsorcion se explica como resultado de la dependencia potencial combinada de una
funcién de f,4(T) de tipo Frumkin con un parametro atractivo de interaccién y una
dependencia con el potencial de tipo Butle-Volmer para k 4. Esta dependencia con el
potencial justifica los valores mas altos para k,, f,,4 (I")obtenidos a pH 1 comparado con
los valores obtenidos a pH 7.5, ya que el equilibrio de la etapa quimica previa desplaza
el proceso de adsorcién a potenciales mayores. Los menores valores de kgqfqq(T)
obtenidos a pH 12 sugieren un valor menor para el pardmetro de interaccion de la
correspondiente isoterma de Frumkin para la adsorcion de la adenina anidnica

comparada con la forma neutra.
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Capitulo 5

Adsorcion y co-Adsorcion de Citosina y Guanina en
funcion del pH
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5.1 Adsorcion de Citosina sobre Electrodos de Oro. Influencia del pH

5.1.1. Introduccion

En disolucién acuosa la citosina presenta dos equilibrios acido-base, con valores de pKa

4.5y 12.2, respectivamente.

NH, NH, NH,
X 4 5 5 Z\N pk,,=12.2 XN
‘ ‘6 I/ZK H* ‘
H [e] N o
(€]

Fig. 5.1 Comportamiento 4cido-base de la citosina

Como ya se ha descrito en la introduccién de la tesis puede presentar en fase gaseosa

varias formas tautoméricas de las cuales la mas estable es la C2b, seguida por las C1 y

C3a (Fig. 2).
NH, NH, NH
N)\OH N/KO H/Ko

C2b C1 C3a

Fig. 5.2 Tautémeros mas estables de la citosina

La adsorcion de la citosina sobre electrodos de Au(111) ha sido estudiada utilizando
medidas de STM, espectroscopia de reflexion absorcion infrarroja por transformada de
Fourier (FT-IRRAS) en conformacién de reflexién externa'? y se ha podido confirmar
la existencia de una fase fisisorbida a potenciales bajos y una quimisorbida a potenciales
altos y se ha propuesto un modelo de adsorcidén en el que la molécula de citosina
interacciona con la superficie del electrodo a través del oxigeno del grupo carbonilo en

posicion 2, del nitrégeno del grupo amino y del N3 del anillo pirimidinico.

En esta parte del capitulo de utiliza la espectroscopia de ATR-SEIRA (descrita en
detalle en el capitulo 2) para estudiar la adsorcidn de citosina sobre electrodos de oro a
distintos valores de pH. El rango de pH se ha seleccionado para conseguir las

condiciones adecuadas para los posteriores estudios de la co-adsorcidén con guanina
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(Capitulo 5.2). En estos experimentos no se ha superado el valor de pH del pKa ya que
en esta tesis no se han realizado intentos de estudiar la forma anionica de la citosina
debido a la dificultad que presenta trabajar en medios fuertemente bisicos con peliculas
nanoestructuradas de oro. Los resultados espectroscopicos se han interpretado haciendo
uso de célculos DFT de la molécula de citosina neutra aislada y adsorbida sobre
electrodos de oro, y por comparacion con los espectros de transmisioén en las mismas
disoluciones de estudio, realizados en esta tesis, o los de la bibliografia. El estudio de la
influencia del potencial se ha llevado a cabo a partir del estudio de las intensidades
integradas de las bandas de adsorcion en funcién del potencial. Finalmente se incluye el
estudio de la coadsorcion del agua con los tautomeros desprotonados en N1 y N3 a partir

del anilisis de la regién espectral 2800-3900 cm™.
5.1.2. Experimental

5.1.2.1. Reactivos

Se utiliz6 H20 ultrapura y DO (Sigma-Aldhrich®) para preparar las disoluciones de
electrolito soporte (HC1O4 0.1 M, KCIO4 0.1 M, NaF 0.1 M y NaF 0.1 M + NaOH) y la
disoluciéon de stock de citosina (Sigma-Aldhrich® sin mas purificacién) de
concentracion 10 mM. Los experimentos de infrarrojos obtenidos en configuracién de
reflexion interna se realizaron tanto en H>O como en D20 en los mismos electrolitos
soportes (HCIO4 0.1 MapH 1, KClO4 0.1 MapH 7, NaF 0.1 MapH 8 y NaF 0.1 M +
NaOH a pH 11.6). En este capitulo a diferencia de capitulos previos de esta tesis se ha
trabajado con disoluciones de NaF 0.1 M a pH 8 y NaF 0.1M + NaOH a pH 11, con

objeto de estudiar un rango mas amplio de medios basicos

La concentracion de citosina en estos experimentos fue 1 mM. Los experimentos de
transmision se realizaron en agua y en medio deuterado con una concentracién de
citosina de 10 mM. En este capitulo en particular para realizar estos experimentos no se
ha utilizado la configuracion de transmision definida en el capitulo 2 si no que se han

llevado a cabo utilizando una camara de ZnSe.
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5.1.3. Resultados de Voltametria Ciclica

En la figura 5.3 se muestran los voltagramas ciclicos estacionarios obtenidos en
disoluciones de citosina 1 mM a valores de pH por debajo del pKaz, sobre electrodos

monocristalinos de Au(111).

A los tres valores de pH estudiados se distinguen las tres regiones en funcién del
potencial descritas previamente por medidas de STM por Wandlowski y col'. Por
analogia, podriamos asociarlas a distintas regiones que en orden creciente de potenciales
serian una fase fisisorbida diluida desordenada (I), una fase fisisorbida ordenada (II), y a
los potenciales més altos una fase quimisorbida de moléculas de citosina ordenada (III).
Sin embargo los picos de transicién de fase que delimitan cada una de estas regiones no

se distinguen como en el caso de la adsorcion de la timina descrito en el capitulo 3.2.3.

80
pH 11.56 c)

60 -

H 5.01
P I ! b)

I/ pA cm’
8

pH 1 a)

-20 A

-0.8 -0.4 0.0 0.4 0.8
EvsSCE/V

Fig. 5.3.- Voltagramas estacionarios de electrodos Au(111) obtenidos en disoluciones de citosina ImM a

los valores de pH indicados. Velocidad de barrido 50 mV/s.
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Al aumentar el pH se desplazan las sefales de la quimisorciéon hacia potenciales
menores, lo que estd de acuerdo con que la citosina catidnica se tiene que desprotonar
para adsorberse quimicamente, como propusieron Wandlowski y col.!. En todos los
casos el limite inferior de potencial de la regidon (I) esta limitado por el inicio de la

reduccién de los protones del medio, que esti catalizada por la presencia de citosina.

5.1.4. Resultados y Discusion de los Espectros FT-IR de Transmision

en Disolucion

En la figura 5.4 se muestran los espectros de transmision en la region entre 1300-1800
cm’! obtenidos en H2O para disoluciones de citosina 10 mM a tres valores de pH. En
dichos espectros se observan bandas intensas y solapadas, que se desplazan a nimeros
de ondas menores al aumentar el potencial. Cabe destacar la gran coincidencia de los
espectros a pH 8 y 11.6, y su diferencia con los espectros obtenidos a pH 1, lo que
sugiere que a pH 1 el espectro se debe a la forma protonada de la citosina, mientras que
a los otros dos valores de pH el espectro esta origina por la forma neutra de la citosina

dado que es la forma predominante a ambos valores de pH.

H O NH2 NH2
. ? 1616 f\mp pk,,=4.5 g\u
5 1727 A A e B
> 1689 \
E’ s -‘,/ W\ 1504 1435
3 W /1450
2 ; v
° .
D LN oAl
O Y KA \
< \1_"‘! /
| 0.002 us\W
1800 1700 1600 1500 1400 1300

Numero de onda / cm” "

Fig. 5.4.- Espectros de transmision IR para disoluciones de Citosinal0 mM en H>O a distintos valores de
pH; pH 1 (——),pH 8 (---) y pH 11.6 (- - = -).

Para asignarlas se han utilizado los datos que existen en la bibliografia en estado s6lido
monohidrato policristalino® y en matrices de argén (obtenida de la base de datos Ohmic)

(Fig. 5.3). Ademas se han realizado calculos de DFT de la molécula aislada utilizando
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un nivel de teoria B3LYP / 6-31++G(d,p) que se comparan en la Tabla 1 con los
espectros de transmision para la citosina 10 mM en medio acuoso obtenido a los tres

valores de pH.

a) 1650
b) 1616
N
\
/, \ 1504 1435
\/ \ ; / 1450
v
- A A A A
Y { “ A
\‘\ / \f\/l
\«"‘A/
c) 1662 1367
1538
1703
1800 1700 1600 1500 1400 1300
1

Numero de onda/cm’

Fig. 5.5 Espectros de transmisién en el infrarrojos de citosina a) en fase gaseosa obtenida de la base de
datos Omnic, b) a pH 8 en disoluciones 10 mM de citosina y c) policristalina monohidratada no

deuterada.’
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Las sefiales mas intensas de los espectros de transmision para la citosina sélida sin
deuterar obtenidas por Susi y col.? en la regién 1300-1800 cm™ son anchas y se han

asignado a las vibraciones de tensién del grupo C20, CC y las flexiones NH».

En este capitulo la asignacién de las bandas principales se da en la Tabla 1 y estan
basadas en nuestros cilculos DFT de la molécula neutra gaseosa aislada (ver espectro en
Fig. 5.6) en comparacién con los espectros experimentales obtenidos en los medios
acuosos a los tres valores de pH. Las frecuencias de las sefiales de los espectros tedricos
en la region entre 1300-1800 cm™! obtenidos para la citosina neutra son comparables
(teniendo en cuenta las diferencias en los factores de escala correspondientes)* con los
valores y la asignacion aportada por Ian y col.’ obtenida a partir de calculos DFT
usando como nivel de teoria un HF /6 — 31G**.% En fase gaseosa existe una buena
concordancia entre los datos tedricos y experimentales. Las bandas a mayor nimero de
onda, 1705 cm™, 1622 cm™ y 1563 cm’!, se asignan a los modos normales de vibracién
de tension de C20, tension de CsCg (con contribucion de las flexiones de NH») y las
flexiones de NH»>. Sin embargo en disolucién a pH 8 y 11.6 la banda mas intensa es una

banda ancha con contribuciones de las tensiones C20 y CsCs y las flexiones NHo.

Tabla 1. Frecuencias de vibracion de los espectros experimentales y tedricos para la citosina en las

condiciones indicadas

Espectros en matriz de Ar Espectros de ATR-SEIRAS

Calculado Experimental pH1 pHS pH11.6
s-1705 cm’!; str C,O 1698 cm’! 1727 cm’!
$-1622 cm’!; str CsCe+ bend Np» 1650 cm’! 1689 cm'! 1616 cm™ 1616 cm!
w-1563 cm’!; bend NH» 1604 cm™
w-1504 cm!; str ring 1535 cm™ 1504 cm™ 1504 cm’!
w-1445 cm'; str CNpp + bend CH - 1457 cm™ 1438 cm? 1438 cm’!
w-1386 cm!; str CNpp + str N3Cy 1365 cm’! 1358 cm? 1370 cm!

(w-débil, s-fuerte, str- tensién , bend- flexion)
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5.1.5. Resultados y Discusion de los Espectros FT-IRRA para la

Citosina Adsorbida sobre Electrodos de Oro.

5.1.5.1. Espectros ATR-SEIRA en la Region Espectral 1300 a 1800 cm'!.

En la figura 5.6 se representan los espectros de ATR-SEIRAS en la region de 1300-
1800 cm™ obtenidos en H,O a tres valores de pH para la citosina adsorbida sobre
peliculas de Au a potenciales a los cuales la citosina se debe encontrar adsorbida
quimicamente, segin indican los voltagramas correspondientes (Fig. 5.1). En la parte
inferior de las figuras se han incluido también los correspondientes espectros de
transmision obtenidos en disolucién para citosina 10 mM en las mismas condiciones de
pH, para su comparacion con los de las especies adsorbidas. En esta region todas las
vibraciones corresponden a modos normales de vibracién en el plano molecular. Por
tanto, al ser activas en el espectro de reflexidn-absorcion IR, segin las reglas de
seleccion superficial el plano molecular de la citosina debe estar inclinado o

perpendicular respecto a la superficie del electrodo pero no paralelo.

05V pH1| 05V 0.1V 1650 pH 11.6

1650 0.01 u.a.
1648 1581

1579 1583

1520 1431
1503 1433 1510 4435

1727 1689 1616 1616

/ 1438
/\‘"\ ', \\ 1504\,’ wn 1504 a0
b ‘\r_‘a‘\‘u!’-*"b%m--—‘_‘“, \ ,, Nl ~

—.»"11\1\! "V\” .VV\__./\—...

1650 1500 1350 1650 1500 1350 1650 1500 1350

NUmero de onda / cm-1

Fig. 5.6.- Espectros de ATR-SEIRA, en la regi6n entre 1300-1800 cm’!, para la citosina adsorbida sobre
peliculas nano-estructuradas de oro desde disoluciones 1 mM de citosina en H>O, a los valores de pHy a
los potenciales indicados. Los espectros estan referidos a las sefiales obtenidas en el electrolito soporte al
mismo potencial. Espectros de transmisidn en disolucion de la citosina en las mismas condiciones de pH

(lineas discontinuas en la parte inferior de cada figura).
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Puede observarse que los espectros de ATR-SEIRA son bastante coincidentes al menos
en cuanto a las posiciones de las bandas a los tres valores de pH en la figura 5.6 Sin
embargo se producen diferencias en las intensidades relativas fundamentalmente en el
espectro en medio basico, probablemente debido que en estas condiciones la
contribucion de la vibracion de flexiéon de OH es mayor y resulta complicado eliminar
completamente la contribucion del disolvente. Por lo tanto, puede pensarse que la
especie que se adsorbe a los tres valores de pH posee el mismo grado de protonacidn.
Los espectros de ATR-SEIRA de la citosina adsorbida, obtenidos en disoluciones
acuosas de pH neutro y basico son mas parecidos a los correspondientes espectros de
transmisiéon para la citosina disuelta en el mismo medio, salvo en ligeros
desplazamientos de las frecuencias de las sefiales, que podrian entenderse debidas del
proceso de adsorcidn. Sin embargo, en medio acido los espectros de ATR-SEIRA de la
citosina adsorbida sobre oro difieren bastante de los espectros en disolucién. Dado que a
pH 8 y 11.6 la forma de la citosina presente en disolucion es la forma neutra, mientras
que a pH 1 la forma mayoritaria es la forma catidnica, los espectros de la figura 5.4
sugieren que la forma adsorbida a los tres valores de pH considerados es la forma neutra
de la citosina, de acuerdo con los resultados voltamétricos y tal y como propusieron

Osawa et al. 2

Para confirmar nuestras hipdtesis se han realizado célculos DFT de la molécula neutra
de citosina deuterada y sin deuterar adsorbida sobre un clister de 19 dtomos de oro. En
primer lugar se han considerado los diferentes tautdmeros de la citosina descritos en la
bibliografia’ (ver Fig. 5.2). Se ha encontrado que, sobre la base de los célculos DFT, la
forma adsorbida mas estable es la canonica, C1 en la figura 1, con una energia de 5 kcal

mol ! inferior al siguiente tautémero mas estable, el C2b.

La geometria optimizada se representa en la figura 5.5 de tal forma que una vez
optimizada la molécula queda orientada en la direccién normal a la superficie con el
grupo carbonilo, CO, el grupo amino, NH> y el nitrégeno N3 dirigidos directamente

hacia el electrodo.

181



J
Fig. 5.7.- Geometrias optimizadas para la molécula de citosina neutra deuterada y sin deuterar adsorbida

sobre un clister de 19 atomos de oro

Para la citosina sin deuterar las frecuencias de vibracion en la region alrededor de 1600
cm™! calculadas para la geometria optimizada de la molécula neutra adsorbida sobre
electrodos de oro vienen dadas en la Tabla 2 en comparacién con los datos
experimentales en todo rango de pH en H2O y a pD 8 en D-O. Al igual que en el caso
de la timina la mayoria de las sefiales calculadas en la regiéon muestran contribucion de

diferentes modos normales de vibracion individuales.

Tabla 2. Frecuencias experimentales de ATR-SEIRAS de la timina quimicamente adsorbida
sobre electrodos de oro en a) HoO y b)D>Oy las frecuencias teéricas obtenidas por calculos
DFT para la citosina quimicamente adsorbida sobre un clister de 19 dtomos de oro,
optimizando previamente la geometria

Tabla 2a

H:0

Calculado pH1 pHS8 pH11.6
s-1615 cm™; bend N + str C,0

s-1610 cm™'; str C,0 + bend NH,

1594 cm’'; bend NH; + str C2O + bend NH 1579 cm? 1583 cm™' 1581 cm™
1499 cm!; str C4Cs+ str C4N3+ bend NH+

bend CH

w-1459 cm!; str C4NHo+ bend NH+ bend CH 1433 cm! 1432 cm™ 1431 cm!

1648 cm! 1650 cm™ 1650 cm™

1503 cm! 1510 cm™ 1520 cm™
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Tabla 2b

DO

Calculado pD8
w-1616 cm'; str CsCs 1637 cm’!
$-1592 cm’!; str C,0; str. ring 1598 cm’!

w-1487 cm’l; str ring; str

s-1467 cm’'; bend CH

(w-débil, s-fuerte, str- tensién , bend- flexion)

En DO el espectro teérico muestra dos bandas intensas de adsorcién; una a 1640 cm’!
debido a la vibracién de tensién de CsCs y otra a 1586 cm™! asignadas a las vibraciones

de flexion de CH que pueden asignarse con las bandas experimentales a de la figura 5.8

0.5V pHS8
1637

1565

1700 1600 1500 1400 1300

Numero de onda / cm-1

Fig. 5.8.- Espectros de ATR-SEIRA, en la regi6n entre 1300-1800 cm’!, para la citosina adsorbida sobre
peliculas nano-estructuradas de oro desde disoluciones 1 mM de citosina en DO, a pD 8 y 0.5V vs SCE. El

espectro esta referido a las sefiales obtenidas en el electrolito soporte al mismo potencial.

En H>O el espectro tedrico para la molécula de citosina neutra adsorbida sobre

electrodos de oro muestra dos bandas intensas de adsorcién a 1629 y 1610 cm'con
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contribuciones tanto de flexion de NH> como de tensién de grupo carbonilo. Estas
senales pueden correlacionarse con la banda experimental del espectro de ATR-SEIRA
a mayor nimero de onda (en torno a 1648 cm-1 apH 1y 1650 cm™ a pH 8 y 11.6) a
todos los valores de pH. Los célculos DFT proporcionan otras tres bandas de absorcion
a 1594, 1499 y 1459cm™ que son bandas de combinacién debidas fundamentalmente a
los modos vibracionales de flexiones de NH, CH y NH; y tensiones de CO y doble
enlace CC, que pueden asociarse con las bandas experimentales , tal como se sefialan en
la Tabla 2. La correlacion entre los datos experimentales y tedricos resulta algo mas
deficiente para la citosina deuterada. Sin embargo, la banda mas intensa del espectro de
ATR-SEIRA a 1637 cm™ podria correlacionarse con la banda teérica a 1616 cm™,
asignada a las vibraciones de tension CsCs y flexion CH. Mientras que las bandas
experimentales a 1598, 1565 y 1498 cm! podrian correlacionarse con las bandas

tedricas a 1593, 1488 y 1467 cm™! respectivamente tal y como se muestra en la Tabla 3.

5.1.5.2. Influencia del potencial en la adsorcion de citosina adsorbida sobre

electrodos de oro

Se han realizado espectros de ATR-SEIRA en H>O para electrodos nanoestructurados
de oro en disoluciones de citosina 1mM, a distintos potenciales, y referidos a las sefiales
recogidas en el electrolito soporte a los mismos valores de potencial, a valores de pH 1,

8 y 11.6 mostrados en la figura 5.9.

A pH 1, a los potenciales mas negativos, correspondientes a la region de fisisorcidon de
la citosina, no se observan las bandas caracteristicas de vibraciones en el plano
molecular de la misma en la regién de 1300-1800 cm’!, indicando que la citosina
fisisorbida esta orientada con el plano molecular paralelo a la superficie del electrodo.
Sin embargo empiezan a observarse cuatro bandas a aproximadamente 1648, 1579,
1503 y 1433 cm™' ? potenciales algo mayores, que aumentan su intensidad a medida que

aumenta el potencial.

A pH 8 y 11.6 el comportamiento es ligeramente diferente, ya que las sefialas asociadas
a vibraciones en el plano de la citosina estan presentes a los potenciales bajos, alejados
de los correspondientes a la quimisorcidn, y sus intensidades aumentan con el potencial
en menor proporcion que en medio 4cido. Esto sugiere que el plano molecular de la
citosina presenta cierta inclinacion respecto a la superficie electrédica en todo el rango

de potenciales.
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Fig. 5.9.- Espectros de ATR-SEIRAS para la citosina adsorbida sobre electrodos de oro en H>O a los

potenciales indicados a a) pH1y b) pH8 y c) pH 11.6. Referidos al electrolito soporte al mismo potencial.

Ademas a pH 8 se observa un desplazamiento con el potencial del maximo de la banda
aproximadamente a 1650 cm' a la vez que aumenta su intensidad a valores de
potenciales mas bajos, lo que hace suponer la posibilidad de que existan dos sefiales. En
la figura 9 se puede ver como la banda a aproximadamente 1650 cm™ se puede
deconvolucionar como suma de otras dos bandas gausianas-lorentzianas que a 0.4V vs

SCE estén centradas a 1674 cm™! y 1650 cm™ como se observa en la figura 10.

Con objeto de explicar la presencia de esta nueva sefial y realizar una comparacioén
directa de los resultados obtenidos en los espectros de ATR-SEIRA con los
voltagramas, en la figura 5.10 a y b se representan las intensidades integradas y las
frecuencias de pico de las bandas obtenidas al deconvolucionar en funcién del potencial

apHI11.
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Fig. 5.10.-. Espectros ATR-SEIRA para la citosina adsorbida sobre peliculas de oro desde disoluciones
1 mM de adenina en H,O a pH 8 y a un potencial de adsorcién de 0.4 V vs SCE. Los espectros estdn
referenciados frente al electrolito soporte al mismo potencial (0.4 V vs SCE). Se incluye la deconvolucién
de la banda experimental aproximadamente a 1650 cm™! en una componente a 1674 cm™ (- - -), y otra a

1650 cm’! (- - -) El resultado de la combinacién de las dos sefiales deconvolucionadas se muestra también
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Fig. 5.11. a) Representacion de las intensidades integradas en funcién del potencial de las bandas a 1674
cm! (A), 1648 cm! (%), 1579 cm’! (=), 1503 cm™! (e) y 1433 cm’! (V) y b) sus correspondientes
posiciones de pico con la misma notacidn obtenidas al deconvolucionar los espectros de ATR-SEIRA a

pH 8 en funcioén del potencial
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En la figura 5.11 se observa como la componente de frecuencia mas alta, 1674 cm™!, de
las dos en las que se deconvoluciona la banda a mayor nimero de onda disminuye su
intensidad a los potenciales mas positivos mientras que la componente a menor
frecuencia, 1650 cm™!, obtenida en la misma deconvolucién aumenta fuertemente en
intensidad con el potencial, especialmente a los potenciales a los que aparece la sefal
voltamétrica correspondiente a la desorcidon quimica de la citosina. Osawa y col., que ya
habian observado este comportamiento, asociaron ambas bandas al modo de vibracion
de tension de CO de la molécula de citosina, explicando el desplazamiento hacia
frecuencias menores con el potencial como un cambio en el estado de adsorcion de la
molécula con el potencial desde una fase fisisorbida a potenciales bajos hasta una fase
quimisorbida cuando aumenta el potencial. Si esta interpretacién es correcta, las
frecuencias de las bandas en los espectros de adsorciéon de ATR-SEIRAS a potenciales
bajos deberian ser muy parecidas a las que aparecen en el espectro de transmision de la
figura 5.7, o al menos mas parecidas que a potenciales altos. Sin embargo ocurre lo
contrario, por lo que cabe pensar que el comportamiento observado no se debe solo a la
diferencia de fuerza de adsorcién (fisica o quimica) sino que es posible que esté
originado por la adsorciéon de una especie distinta a los potenciales bajos (posiblemente
interaccionando por fuerzas fisicas), a la que corresponderia la sefial a 1674 cm™.
Cabria pensar entonces que la especie que se adsorbe a bajos potenciales se trata de la
molécula de citosina con un distinto grado de protonacién o bien un tautémero diferente
de la citosina neutra. La primera opcién, suponiendo que el campo eléctrico a bajos
potenciales estabilizase la citosina protonada podria explicar el desplazamiento al azul
de las sefial en torno a 1650 cm’!, al igual que ocurre al comparar los espectros de
transmision de la citosina neutra y protonada en disoluciones de pH 8 y 1,
respectivamente. Sin embargo, ese efecto deberia ser més claro a valores menores de
pH, en contra de lo observado. Esta opcidn, no obstante no se puede descartar pues la
adsorcidon quimica en medio acido se desplaza a potenciales mucho mas altos que a pH
neutro, por lo que los potenciales bajos a los que se puede realizar el estudio
espectroscoOpico son relativamente altos como para facilitar la adsorcién fisica. En
cuanto a la opcién de adsorcion de un tautémero diferente a los potenciales bajos y
altos, tampoco se puede descartar. Segin los célculos DFT de la bibliografia el
tautomero mas estable en disolucidén acuosa es el C2b y veremos después en este
capitulo que nuestros datos espectro-electroquimicos sugieren que el tautbmero que se

adsorbe quimicamente a los potenciales altos es el C1. Cabria la posibilidad que a
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potenciales bajos tuviera lugar la adsorcién de los dos tautémeros: el C2b, por ser el
predominante en disolucién por fuerzas fisicas, y el C1 a medida que se va aumentando

el potencial para favorecer la adsorcién quimica®.

Se ha realizado el andlisis de las intensidades integradas y de las frecuencias de las
bandas deconvolucionadas obtenidas a pH 1 y 11.6 que se muestran en las figuras 5.12
y 5.13, respectivamente. A pH 11.6 en la region espectral comprendida entre 1300-1800
cm' la contribucién de la tensién OH del medio es muy elevada, por lo que eliminar los
efectos del disolvente corrigiendo frente al electrolito soporte en estas condiciones
resulta complicado. Para poder realizar un analisis en medio basico los espectros se han
corregido, previamente a la deconvolucidn, frente al espectro registrado en las mismas

condiciones al potencial mas bajo de -0.8 V vs SCE.
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Fig. 5.12.- a) Representacion de las intensidades integradas en funcién del potencial de las bandas a 1650
cm! (%), 1583 cm! (=), 1510 cm™ (@) y 1432 cm’! (V) y b) sus correspondientes posiciones de pico
con la misma notacién obtenidas al deconvolucionar los espectros de ATR-SEIRA a pH 1 en funcién del

potencial
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Fig. 5.13.- a) Representacion de las intensidades integradas en funcion del potencial de las bandas a 1650
cm! (%), 1583 cm! (m), 1510 cm™? (@) y 1432 cm! (W) y b) sus correspondientes posiciones de pico
con la misma notacién obtenidas al deconvolucionar los espectros de ATR-SEIRA a pH 11.6 en funcién

del potencial

A valores de pH 8 y 11.6 (Figs. 5.12 y 5.13) solamente se ve una sefial a 1650 cm™ que

aumenta con el potencial.
5.2.5.3. Region espectral 2800-3900 cm!

En esta region de los espectros de ATR-SEIRA aparecen las sefiales correspondientes a
las tensiones de NH y NH; ademéas de las sefiales de tension de OH del disolvente
presente en la interfase. Los espectros de ATR-SEIRA en agua que se muestran en la
figura 5.14 proporcionan informacion de la posible co-adsorciéon de moléculas de agua

en presencia de citosina a los diferentes valores de pH estudiados.

A pH 1 y a potenciales bajos (OV vs SCE) en esta region espectral se observan cuatro
sefiales positivas. Las tres a frecuencias altas a 3397 cm™, 3240 cm™ y 3142 cm’!
corresponden a los modos normales de vibracion de tension simétrica de NHa, tension
de NH y tension asimétrica de NH> respectivamente mientras que la banda positiva a
3575 cm’! se asigna a modos normales de tensién de OH de moléculas adsorbidas sobre
la superficie electrddica, concretamente moléculas de H.O que estan unidas por enlaces
de hidrégeno.” M4s interesante es el hecho de que desaparezca la banda a 3461 cm™,
asignada a las tensiones de OH formando puentes de H que sugiere que esta se desplaza

de la superficie del electrodo al adsorberse la citosina.
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Fig. 5.14.-. Espectros de ATR-SEIRA en H>O de la citosina 1 mM adsorbida sobre electrodos nano-
estructurados de oro a los potenciales indicados a a) pH = 1, b) pH = 8 y ¢) pH = 11.6. Referidos frente al

electrolito soporte al mismo potencial.

Siguiendo estas mismas asignaciones a pH 8 (Fig. 5.14b) en todo rango de potenciales
se observan cuatro sefiales asignadas a 3511 cm™, 3301 cm™!, 3203 cm’! y 3085 cm’!
que se asignan igual que a pH 1 con los modos de tensiéon de OH del agua, tension
simétrica de NH», tensién de NH y tension asimétrica de NH». La adsorcién de citosina
implica también la co-adsorcion del disolvente ademas aumenta la intensidad de la senal

asociada a la vibracion de tension de NH.

A pH 11.6 resulta mas complicado ver las sefiales asociadas a las vibraciones de tension
de NH y NH> y el efecto de la co-adsorcién de la citosina con el agua debido al gran
solapamiento de las tensiones de OH de H>O en esta regién espectral haciendo
complicado observar las modificaciones como consecuencia de la adsorcion de la
citosina. Sin embargo, el efecto los espectros de la figura 14 en estas condiciones

parecen mostrar el mismo comportamiento que a pH 8.
5.1.6. Conclusiones

Los resultados espectroelectroquimicos de ATR-SEIRAS in-situ para la citosina 1 mM

adsorbida sobre electrodos de oro a pH 1, 8 y 11.6 en H2O han permitido analizar su
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adsorcién en funciéon del pH. La comparacion de los espectros en la region de
quimisorcion con los respectivos espectros de transmision a todos los valores de pH
indica que la especie que se adsorbe es la forma neutra de la citosina en todo el rango de
pH estudiado, incluso a valores de pH inferiores del pKai a los que la forma mayoritaria

es la forma catidnica protonada.

La asignacién del espectro experimental en la regién 1300-1800 cm™ de la citosina
adsorbida se ha realizado sobre la base de célculos teéricos de DFT para las moléculas

deuteradas y no deuteradas adsorbidas sobre superficies electrddicas de oro

A pH 8 la alta resoluciéon y sensibilidad de los experimentos ATR-SEIRAS han
permitido deconvolucionar las bandas en torno a 1650 cm™ en dos bandas gausianas-
lorentzianas. El andlisis del comportamiento de las intensidades integradas de estas
sefales ha permitido estudiar el comportamiento con el potencial de ambas bandas
sugiriendo la existencia a potenciales bajos de una forma distinta de citosina adsorbida;

bien con distinto grado de protonacién o un tautémero diferente.

Los resultados espectro-electroquimicos de ATR-SEIRAS en la regién 2800-3900 cm'!
han permitido concluir que la citosina al adsorberse quimicamente sobre electrodos
nano-estructurados de oro desplaza a moléculas de agua de la superficie que estaban

adsorbidas.
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5.2 Adsorcion de Guanina sobre Electrodos de Oro.

5.2.1. Introduccion

En disolucién acuosa la guanina presenta dos equilibrios acido-base, con valores de pKa
4.2 y 9.5, respectivamente (Fig. 5.15). En medios deuterados los protones de los grupos
aminos primarios y secundarios se intercambian por deuterio dando lugar a la guanina

deuterada en mayor o menor proporcion en funcién del pD del medio.
(o}

pka1:9'5</N ‘ NO
H N )\
N N NH,

GH3-

NH,

Fig. 5.15 Comportamiento dcido-base de la guanina

Entre los pocos estudios realizados acerca de la adsorcion de la guanina sobre
electrodos de oro se han llevado a cabo medidas de STM'? que confirman la formacién
de matrices poliméricas de moléculas de guanina sobre la superficie electrddica..
Actualmente la mayor parte de los estudios de guanina se centran en el proceso de
oxidacion electroquimica de la guanina, que implica dos protones y dos electrones, que

como han descrito E. Ferapontova y col.!!

Por otro lado, en la bibliografia existen pocos estudios que incluyan los espectros IR de
la guanina, debido a las dificultades experimentales que presentan: por una parte, su
baja solubilidad en agua dificulta la obtencién de los espectros de transmisién en
disolucién acuosa. Por otro lado, la guanina posee una alta capacidad de formar enlaces
de hidrogeno, por lo que tiene el calor de sublimacidén mas alto de todas las bases del
ADN'%13 1o que hace dificil obtener los espectros de transmisioén experimentales en
estado gaseoso. Ademads, en disolucidon y en estado sélido las moléculas de guanina
pueden participar en numerosas interacciones intermoleculares que causan una
considerable distorsion de todas las propiedades fisicoquimicas en comparacién con las

moléculas libres, entre ellas en sus espectros de IR.

En esta parte del capitulo de utiliza la espectroscopia ATR-SEIRA (descrita en detalle

en el capitulo 2) para estudiar la adsorcién de guanina sobre electrodos de oro a
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distintos valores de pH. El rango de pH se ha seleccionado de forma que cubra ambos
valores de pKa de la guanina con el objetivo de estudiar la posible adsorcién de la
guanina en diferentes estados de protonacién en funcién del pH del medio. Para poder
estudiar la adsorciéon de la guanina sin la interferencia de otras especies, como la
formada en el proceso de oxidacion, ha sido necesario limitar el rango de potenciales

con objeto de evitar la oxidacién de la guanina, dependiente del pH.

Los resultados espectroscopicos se han interpretado haciendo uso de los espectros en
estado solido de la bibliogrifica, ademas de los cédlculos DFT de las moléculas de
guanina neutra y anidnica aisladas. Los espectros de transmision no se han podido
obtener debido a que la baja solubilidad que presenta la guanina en medio acuoso hace

imposible obtener una relacion sefial/ruido aceptable.

Ademas se ha determinado la influencia del campo eléctrico en la orientacion del plano
molecular y los sitios de interaccion con el metal de la guanina a los diferentes pH
estudiando la orientacién de los modos normales de vibracion en la region espectral
entre 1600-1800 cm™! que comprende fundamentalmente las tensiones de CO, CN, CC y
las de flexiéon de NH». Los resultados se han explicado sobre la base de la interaccion

del momento dipolar permanente de la molécula con el campo eléctrico.

Finalmente se incluye el estudio de la coadsorcion del agua con la guanina partir del

analisis de la regién espectral 2800-3900 cm™).
5.2.2. Experimental

5.2.2.1. Reactivos

Se utilizd H2O ultrapura y DO (Sigma-Aldhrich®) para preparar la disolucion de
electrolito soporte (HCIO4 0.1 M, KCIO4 0.1 M NaF 0.1 M y NaF 0.1 M + NaOH) y la
disolucién de stock de guanina (Sigma-Aldhrich® sin mas purificaciéon) de la maxima
concentracion que se han podido preparar a cada valorde pH (I mM apH 1y 115y
0.025 mM a pH 8). Los experimentos de infrarrojos obtenidos en configuracion de
reflexion interna se realizaron tanto en H>O en todo rango de pH y en D>O solamente a
pD 8 en los mismos electrolitos soportes (HCIO4 0.1 M a pH 1, KCIO4 0.1 M a pH 5
NaF 0.1 M a pH 8 y NaF 0.1 M + NaOH a pH 11.6). La concentraciéon de guanina en
estos experimentos fue 0.0l mM apH 8 y0.02mMapH 1 yapH 11.56.
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Para evitar la oxidacién de la guanina se ha modificado ligeramente el procedimiento
que se ha utilizado en los capitulos previos de la tesis. Por un lado se han realizado las
adiciones a un potencial suficientemente bajo, y para obtener los espectros de ATR-
SEIRA a distintos potenciales se han realizado barridos lentos (2mV/s) se han
acumulado 100 interferogramas por espectro. En todo momento el potencial aplicado ha

sido inferior al potencial de oxidacién de la guanina.
5.2.3. Resultados de Voltametria ciclica

En la figura 5.16 se muestran los voltagramas ciclicos obtenidos a diferentes valores de
pH para disoluciones de guanina sobre electrodos monocristalinos de Au(111) que

incluyen la region de adsorcién quimica y de oxidacion.

A pH 5 se observan dos sefales voltamétricas una primera a -0.2 V vs SCE que se asocia
con el proceso de adsorcion/desorcion quimico de la guanina sobre la superficie del oro
y la segunda a potenciales més altos (0.2 V vs SCE), que puede relacionarse con la
oxidacién electroquimica de la guanina, que implica dos protones y dos electrones,
descrita por E. Ferapontova y col.!! Asi, como consecuencia de este proceso han
descrito que se origina una nueva especie electroactiva, la oxoguanina. Se ha
comprobado que si no se alcanzan los potenciales altos de oxidacion se recuperan las
condiciones iniciales mientras que si se llega a los valores de potenciales de oxidacion

de la guanina no se recupera el voltagrama inicial.

A pH 1 se puede distinguir claramente que la primera onda de oxidacién de la guanina
igual a la descrita por E. Ferapontva y col.!! aparece en el barrido anédico a 0.1V vs SCE

y se desplaza hacia potenciales mas bajos al aumentar el valor del pH.

Finalmente a pH 11.6 cabria la duda de que la sefial que aparece a -0.1V vs SCE
corresponda al proceso de oxidacién/reduccion al igual que en los otros pH o que
corresponda con un proceso de adsorcidn/desorcion. El estudio de la influencia de la
velocidad de barrido en voltametria ciclica a este valor de pH ha permitido confirmar

que estos picos corresponden a un proceso de oxidacién/reduccion.
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Fig. 5.16.- Voltagramas estacionarios obtenidos con electrodos de Au(111) en disoluciones de guanina a)
0.04 mM, b) 0.025mM y c) 0.05mM a los valores de pH indicados. Velocidad de barrido 50mV/s. Se

incluyen en linea discontinuas negras los voltagramas del electrolito soporte a 50 mV/s.

5.2.4. Resultados y Discusion de los Espectros FT-IRRA para la

Guanina Adsorbida sobre Electrodos de Oro

5.2.4.1. Espectros ATR-SEIRA en la Region Espectral 1300 a 1800 cm™!

Se han realizado los espectros de ATR-SEIRA sobre electrodos de oro en contacto con
disoluciones de guanina 0.02 mM apH 1y 11.6 y 0.01 mM a pH 8. Algunos resultados,

obtenidos a potenciales de la adsorcidén quimica se muestran en la figura 5.17.
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Fig. 5.17.- Espectros de ATR-SEIRA, en la regi6n entre 1300-1800 ¢cm’!, para la guanina adsorbida sobre
peliculas nano-estructuradas de oro desde disoluciones 0.02 mM (pH 1y 11.6) y 0.01 mM (pH 8) en H,0,
a los valores de pH y a los potenciales indicados. Los espectros estan referidos a las sefiales obtenidas en

el electrolito soporte al mismo potencial.

Como ocurre con el resto de las bases estudiadas anteriormente los espectros de ATR-
SEIRA en H>O muestran una clara dependencia con el pH. A pH 1 y 8 presentan las
mismas caracteristicas; una banda doble e intensa de absorcion a 1733 y 1712 cm™.
Ademas en medio 4cido entre 1600-1500 cm™! se pueden distinguir dos sefiales débiles a
1587 y 1556 cm’'. Por el contrario, en medio basico se observan tres sefiales a 1676,
1606 y 1570 cm siendo la primera la de mayor intensidad. El hecho de que los
espectros obtenidos para la guanina adsorbida sobre oro desde disoluciones 4cidas y
neutras sean muy parecidos sugiere que la especie adsorbida en medio 4cido y en medio
neutro es la misma, independientemente de que la especie mayoritaria en disolucion
tenga distinto grado de protonacién en cada caso. Por el contrario, en medio basico, a
pH superior al pKa2 de la guanina, las diferencias en el espectro ATR-SEIRA respecto
de los espectros en medio neutro y 4cido indican que la especie quimica adsorbida es

diferente, probablemente la forma aniénica de la guanina (GHz").

Las sefiales principales de los espectros en medio acido y neutro son muy parecidas a

las obtenidas en estado sélido por Lopes y col.!*

para la guanina anhidra. Estos tltimos
autores realizaron calculos DFT de moléculas de guanina aisladas y de patrones
cristalinos periddicos, incluyendo las interacciones intermoleculares por tres puentes de

hidrégeno entre moléculas de guanina. Estos ultimos calculos suministraron frecuencias
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tedricas de vibracion muy similares a las de los espectros experimentales mostrados en
la figura 5.17. En la Tabla 3 se comparan los las bandas principales de los espectros de
ATR-SEIRA de la guanina adsorbida sobre oro en medios neutros y 4cidos con las
experimentales del estado solido! y con las calculadas de la bibliografia '* para la
molécula cristalina sobre la base de célculos DFT periédicos que incluian interacciones

intermoleculares.

Tabla 3. Frecuencias de vibracion de los espectros experimentales y teéricos para la guanina
policristalina no deuterada en comparacién con las frecuencias de vibracion experimentales a pH 1y 8

para los espectros de ATR-SEIRA para la guanina adosrbida sobre electrodos nanoestructurados de oro

Espectros en estado sélido Espectros ATR-SEIRA

Calculado ' Exp. P pH1 pHS8
1706 cm';str CsCg+ str CsO-+str CoNo+bend N{H 1700 cm™ 1733 cm™! 1733 cm’!
1670 cm’'; str NN+ str CoN i+ str CoN3 1675 cm™ 1721 cm™ 1721 em’
1567 cm’!; str CoNa+s tr Cy4 N3 str C4Cs+ str CaN3 1566 cm’! 1587 cm’! 1577 cm’!
1549 cm™'; str CgNo+ str C4No 1554 cm’! 1556 cm’! 1535 cm’!

(w-débil, m-medio, vs-muy fuerte, s-fuerte, str- tensidn , bend- flexién)

Las dos bandas intensas a 1733 y 1721 cm™ para la guanina adsorbida a pH<pka
pueden describirse como bandas de combinacién que contienen contribuciones de las
vibraciones de tensidon de CO y flexiones de NH». Estas bandas se desplazan 33 y 46
cm’! hacia nimero de onda mayor cuando la molécula de guanina se adsorbe sobre la
superficie electrodica de Au(111). El resto de las sefiales que aparecian en estado sélido
relacionadas fundamentalmente con tensién CC y CN y flexiones NH y CH disminuyen
en intensidad. Esta comparacion permite proponer que la especie adsorbida a valores de
pH inferiores al pKa> es la forma neutra de la guanina. Por el contrario el espectro de la
guanina en medio fuertemente basico no puede explicarse con el espectro del estado

sélido.

A pH 8 en medio deuterado se han registrado los espectros de ATR-SEIRA de la
guanina adsorbida sobre electrodos de oro. En la figura 5.19 se observa como al igual
que ocurria en medio no deuterado, las frecuencias del espectro de la adenina neutra en
D0 en la region de 1300-1800 cm™ son muy similares a las del espectro en estado
sOlido, aunque la intensidad relativa de las sefiales es claramente diferente: se mantiene

una banda intensa de absorcién a 1676 cm’!, correspondiente a la tensiéon de CO,
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mientras que disminuyen bastante las intensidades de las sefiales a frecuencias menores:
a 1610 cm™!, debido a que la vibracién del grupo amino se desplaza a frecuencias mas
bajas como consecuencia de su deuteracion. El resto de las senales (1564, 1579 y 1509

cm’!) corresponden con tensiones CC y CN al igual que en el estado sélido.

a) 17{33
I\ 1721 0.02 u.a.
I\
I\
I\
| \\
/
) \ 1577 1535
b)
1705 1675

1800 1700 1600 1500 1400 1300

Numero de onda / cm”

Fig. 5.18.- Espectros de absorcion de infrarrojos guanina a) espectro de ATR-SEIRA en H,O para la
guanina adsorbida sobre peliculas nano-estructuradas de oro desde disoluciones 0.0l mM apH 8y -

0.04V vs SCE y b) policristalina monohidratada no deuterada'®
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Fig. 5.19.- Espectros de absorcion de infrarrojos guanina a) de ATR-SEIRA en D,O para la guanina 0.01
mM adsorbida sobre peliculas nano-estructuradas de oro desde disoluciones 0.0l mM apD 8 y -0.1 V vs

SCE y c) policristalina monohidratada deuterada.!®

Para proponer una orientacion de la molécula de guanina respecto al electrodo a los
diferentes valores de pH se han realizado célculos DFT de las moléculas de guanina
neutra y aniénica aisladas, deuterada y sin deuterar. Los valores de las frecuencias de
vibracion en la regién alrededor de 1600 cm™ calculadas para las geometrias

optimizadas vienen dadas en la Tabla 4, en comparacion con los valores experimentales
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Tabla 3. Frecuencias de vibracion de los espectros experimentales para la guanina en HO y las frecuencias de vibracion teéricas obtenidas por calculos DFT para
la guanina neutra y desprotonada comparados con los espectros experimentales y tedricos para la guanina policristalina y gaseosa.

Calculado GH4

vs-1729% cm’!; str C6O+bendNH2

s-1593 cm™'; bend NH»

m-1551 cm™'; bend NH2+ str CaN3

w-1540 cm!; bend NHa+ str C4Cs

Expe. GH4 Calculado GH3

1733cm™

1721cm’! vs-1603* cm™!; str CéO+ bend
NH:2

m-1563 cm™'; str C4N3

m-1548* cm!; str NH»

m1476 cm!; str CaN3
1437 cm’l; str CsN7
1437 cm™; str C4Cs+str CsN7

pH1y8
1733 cm™!

1721 cm™

1587 cm™!

1556 cm™!

pH11.6

1676 cm!

1606 cm!

1570 cm’!

1433 em’!

1389 cm’!
1333 cm™!

Calculado GDq4

vs-1721*% cm’!; str CO

vs-1547 cm’!; str C2N3

w-1527* cm!; str CaN3

m-1499* cm’!; str CaNHa+ str
C5Cs

Exp. P

1687 cm’;

1596 cm’;

1575 cm’;

(w-débil, m-medio, vs-muy fuerte, s-fuerte, str- tensidn , bend- flexidn)




El espectro tedrico de la guanina anidnica presenta una banda intensa a 1603 cm’!
debido fundamentalmente a la vibracion de tensién de CO y con contribucion flexién de
NHo, seguida de dos sefiales a 1563 y 1548 cm™ asignadas a la vibracién de tensién
C4N3 y a la vibracion de tension del grupo amino secundario respectivamente. El resto
de las vibraciones a menores nimeros de onda se asignan a tensiones CN y CC. La
comparacion de las frecuencias tedricas correspondientes a la guanina aislada y las
experimentales correspondientes a la molécula adsorbida no es muy satisfactoria. No
obstante, los célculos tedricos permiten clasificar las sefiales de vibracion en la regién
de 1300-1800 cm entre aquellas con un momento de transicion preferentemente
alineado a lo largo del enlace del grupo carbonilo, sefialadas con asterisco en la Tabla 4,
y las sefales que tienen el momento de transicion preferentemente alineado en la
direccion perpendicular a la anterior. Asi, por ejemplo para la guanina anidnica, el
primer grupo estaria constituido por la sefial a 1676 cm™' que tiene una vibracién
alineada con el grupo CO de la molécula y la sefial a 1570 cm™! asignada a la flexién del
grupo amino, mientras el resto de las sefales constituirian el segundo grupo que poseen

direcciones perpendiculares al grupo carbonilo.

Todas estas sefales corresponden a vibraciones en el plano molecular de la guanina, por
lo que de acuerdo con la regla de seleccion superficial la guanina aniénica a -0.3V vs
SCE debe adsorberse sobre la superficie del electrodo con su plano molecular
perpendicular, o al menos parcialmente inclinado respecto a la superficie del electrodo.
Por otro lado, el hecho de que la intensidad relativa de las bandas de a 1676 cm™ y 1570

cm’!

sea superior en el espectro experimental que las correspondientes sefiales tedricas,
sugiere que la molécula se orienta de tal forma que dichas vibraciones se encuentren en
una direccion mds perpendicular al electrodo la molécula de guanina anidnica podria
coordinarse a la superficie electrddica a través de sus grupos carbonilos y el Ni

desprotonado (Fig. 5.20).
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2HN

Fig. 5.20.- Modelo de adsorcion propuesto para la guanina aniénica a pH 11.6 Esta representado en la

molécula el momento dipolar permanente (flecha negra discontinua).

Para la guanina neutra el espectro teérico muestra dos sefiales a 1729 y 1593 cm™! que

'y 1587 cm’, que se

corresponden con las sefales experimentales a 1733 / 1721 cm’
asignan a los modos normales de vibracion de tension de CO y flexion de NH». Las dos
sefales a nimeros de onda menores se asignan de nuevo a modos normales de tension
CC y CN. Es posible de nuevo realizar un analisis similar al anterior y clasificar las
sefales en dos grupos igual que en el caso de la citosina ani6nica. En esta ocasion las
dos sefales mas intensas del espectro corresponden a la que tiene la direccién paralela al
grupo CO y al grupo NH». De acuerdo con la regla de seleccion superficial la molécula
de guanina debe orientarse con sus grupos amino y/o carbonilo de manera que las
vibraciones asociadas tengan una componente normal respecto a la superficie del
electrodo. Por otro lado, en medio acido cuando la especie mayoritaria es la guanina
protonada, la molécula de guanina debia desprotonarse en N7 antes de adsorberse lo que
sugiere, de forma anéloga a lo encontrado en la adsorcién de adenina sobre oro, que la
molécula de guanina podria orientarse con el nitrogeno N7 hacia el electrodo que
participa en el primer equilibrio acido base. Esa orientacion, representada en la figura
21, de la molécula, con el grupo carbonilo y el nitrégeno N7 dirigidos hacia la superficie
del electrodo también esta favorecida por las interacciones entre el campo eléctrico y el

momento dipolar permanente de la molécula.
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(o)
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Fig. 21. Modelo de adsorcion propuesto para la guanina neutra a pH 1 y 8. Esta representado en la

molécula el momento dipolar permanente (flecha negra discontinua).

Esta orientacion puede confirmarse mucho mejor con los resultados en D>O ya que las
dos sefiales a 1670 y 1610 cm’!' tienen direcciones muy diferentes mientras que la
primera es paralela al grupo carbonilo la segunda es perpendicular al mismo. Al ser la
primera banda mucho mas intensa en el espectro experimental se confirma la hipdtesis
de que el grupo carbonilo debe estar orientado en una direccion préxima a la

perpendicular respecto a la superficie del electrodo

5.2.4.2. Influencia del potencial en la adsorcion de guanina adsorbida sobre

electrodos de oro

En la figura 5.22 se muestran los espectros de ATR-SEIRA a diferentes valores de

potencial inferiores a la oxidacidén de la guanina, a los tres valores de pH.
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Fig. 5.22.- Espectros de ATR-SEIRAS para la guanina adsorbida sobre electrodos de oro en H>O a los
potenciales indicados a a) pH 1y b) pH 8 y ¢) pH 11.6. Referidos al electrolito soporte al mismo

potencial.

A pH 1 y 8 no se observa practicamente influencia del potencial en las sefales
correspondientes a la guanina adsorbida. Hay sefales activas en todo el rango de
potenciales estudiado se puede observar que las sefiales aumentan muy poco en
intensidad y no se desplazan al aumentar el potencial. Sus intensidades relativas
permanecen practicamente inalteradas Por tanto la molécula de guanina neutra debe
estar adsorbida en este rango de potencial, con los mismos excesos superficiales y
orientacion. Este mismo efecto se puede observar en los espectros ATR-SEIRA

registrados desde disoluciones de D>O a pD 8.
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Fig. 5.23 Espectros de ATR-SEIRAS para la guanina adsorbida sobre electrodos de oro en D,O a los

potenciales indicados a pD 8. Referidos al electrolito soporte al mismo potencial.

A pH 11.6 el rango de potenciales que se han podido estudiar es mas amplio y permite
comprobar como las sefiales correspondientes a la guanina anidnica adsorbida aumentan
con el potencial, aunque las intensidades relativas no muestran cambios significativos,
por lo que no parece que la orientacion de la molécula adsorbida cambie

apreciablemente con el potencial
5.2.4.3. Region espectral 2800-3900 cm'!

Los espectros en esta region, en la que deben aparecer las sefiales correspondientes a las
tensiones de NH y OH para la guanina adsorbida, se muestran en la figura 5.24 a los

tres valores de pH investigados.
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Fig. 5.24.-. Espectros de ATR-SEIRA en H,O de la guanina 0.02 mM (pH 1 y 11.56) y 0.01 mM (pH 8)
adsorbida sobre electrodos nanoestructurados de oro a los potenciales indicados aa) pH=1,b) pH=8y

c) pH = 11.6. Referidos frente al electrolito soporte al mismo potencial

A los tres valores de pH estudiados se pueden observar las sefiales a aproximadamente
3260 y 3430 cm! correspondientes a las vibraciones de tension simétrica y asimétrica
de NHa, solapadas con la banda positiva a 3575 cm™ se asigna a modos normales
caracteristica de la tension de OH libre, de moléculas de H2O que no estan unidas por
enlaces de hidrégeno.’ Esta sefial de OH es especialmente intensa en medio 4cido, lo
que indica que, en estas condiciones, la coadsorciéon de agua con la guanina es mas

importante que a pH 8 y 11.56.
5.2.5. Conclusiones

El estudio espectro-electroquimico por ATR-SEIRAS de la adsorcion de guanina sobre
electrodos de oro nanoestructurados ha permitido comprobar que en medios neutros y
acidos se adsorbe la guanina neutra mientras que en medios fuertemente basicos lo hace

la forma anidnica.

Las intensidades relativas de las sefiales de los espectros vibracionales de la guanina
adsorbida en comparacién con lo observado en los espectros de transmision y los

calculos tedricos, han permitido sugerir que la guanina neutra se adsorbe con el grupo
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carbonilo, C¢=0O y el N7 desprotonado orientados hacia la superficie del electrodo, a
potenciales inferiores al de oxidacién de la molécula, tanto a pH 1 como 8. En medios
mas bésicos, la guanina anidnica se adsorbe con los fragmentos de Cs=O, NH> y N;
orientados hacia la superficie del electrodo. En ambos casos el momento dipolar

permanente de la molécula presenta una alineacion favorable con el campo eléctrico.

Finalmente los espectros de ATR-SEIRAS en la region 3600-3000 cm™ ponen de

manifiesto la co-adsorcion de guanina y agua.
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5.3 Co-Adsorcion de Guanina y Citosina sobre Electrodos de oro

5.3.1. Introduccion

La guanina y la citosina pueden interaccionar entre si a través de puentes de hidrogeno
de tipo Watson—Crick (WC) o Hoogsteen (HG) como se ha descrito previamente en esta
tesis. El estudio de la co-adsorcidon de este par de bases complementarias, al igual que
ocurria en el caso de la timina y la adenina, muestra especial interés ya que la interfase
electrodo disolucion permite mimetizar las interfaces bioldgicas en las que tienen lugar
la mayor parte de los procesos en los que estan implicadas la citosina y la guanina. De
esta forma el estudio su la co-adsorcién en interfaces electrodo | disolucién puede
ayudar a entender a nivel fundamental algunos de los procesos que tienen lugar en las

interfaces bioldgicas reales.

Debido a las dificultades experimentales en los estudios de adsorcién individual de
guanina, que en el caso particular del electrodo de oro se ha descrito que esta proximo a
la oxidacion.!!, los estudios de co-adsorcion de citosina y guanina son atin mds escasos

que los de adenina y timina como se describi6 en capitulo 1.

En esta ultima parte del capitulo se utiliza la espectroscopia de ATR-SEIRA para
estudiar la co-adsorcion de citosina y guanina sobre electrodos de oro en el mismo
rango de pH que estan estudiadas las adsorciones individuales de dichas bases. Los
resultados se analizan sobre la base de la adsorciéon de dos formas de guanina en
principio una forma de citosina aunque no se puede descartar la existencia de alguna
otra forma tautomérica de la citosina. La comparacion de los espectros de ATR-SEIRA
de la co-adsorcidn con los correspondientes espectros para la adsorcion de las bases
individuales a los distintos valores de pH ha permitido decidir sobra las interacciones de
la citosina y la guanina sobre la superficie del electrodo. El rango de potenciales para
estudiar la co-adsorcion ha tenido que limitarse para evitar tener interferencias de otras
especies, como la formada en el proceso de oxidacion, igual que en el apartado anterior

de la tesis.
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5.3.2. Experimental

5.3.2.1. Reactivos

Se utilizd H2O ultrapura y DO (Sigma-Aldhrich®) para preparar la disolucion de
electrolito soporte (HCIO4 0.1 M, KC104 0.1 M NaF 0.1 M y NaF 0.1 M + NaOH) y la
disoluciones de stock de citosina y guanina (Sigma-Aldhrich® sin mas purificacién)
con las mismas concentraciones de los apartados 5.3.1 y 5.3.2 de este capitulo (1 mM a
pH 1 y 11.5 y 0.025 mM a pH 8). Los experimentos de infrarrojos obtenidos en
configuracion de reflexion interna se realizaron en H2O en todo rango de pH y en D>O
solamente a pD 8 en los mismos electrolitos soportes (HCIO4 0.1 M a pH 1, KCIO4 0.1
M apH 5 NaF 0.1 M a pH 8 y NaF 0.1 M + NaOH a pH 11.6). La concentracion de
guanina fue 1 mM vy la de guanina 0.0l mM apH 8 y 0.02 mMapH 1y apH 11.56
que se consiguieron por adicién de las correspondientes disoluciones stock en la célula

electroquimica.

Se han realizado las mismas modificaciones que en el apartado 5.3 para evitar la

oxidacion de la guanina
5.3.3. Voltametria ciclica

En la figura 5.25 se muestran los voltagramas ciclicos a diferentes valores de pH
obtenidos con electros de oro nano estructurados en disoluciones que contienen guanina
0.02mMapH 1y 11.6y0.01 apH 8 y citosina ImM y se comparar con los obtenidos
cuando ambas bases estan presentes en la disolucién a las mismas concentraciones. Las
medidas electroquimicas se han centrado en la regiéon de adsorcién quimica de la
guanina para evitar la interferencia de otras especies, como la formada en el proceso de

oxidacién de guanina.
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Fig. 5.25.- Voltagramas ciclicos estacionarios obtenidos con electrodos nanoestructurados de oro a 50
mV s™! para disoluciones que contienen guanina 0.01 mM a pH 8 y 0.02 apH 1y 11.6 (- - -), citosina
1mM (- - -) y mezcla de guanina y citosina en las proporciones anteriores (—) a los valores de pH

indicados

En los voltagramas de la figura 5.25 se puede observar a los tres valores de pH en la
zona de adsorcion quimica de la guanina la citosina esta adsorbida fisicamente. Siendo

en medio basico el que presenta el mayor rango de potenciales en el que ambas bases
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estan co-adsorbidas. Ademdas cada una de las bases parece que queda adsorbida
quimicamente en presencia de su base complementaria a los mismos valores a los que se
adsorbe cuando estd sola. Resulta complicado en esta ocasion estudiar los cambios
cualitativos observados en los espectros en las sefiales voltamétricas de la citosina ya
que aparecen solapadas en la region de las sefales de oxidacion/reduccién de la
guanina. De esta forma parece que resultaria mas interesante estudiar los cambios que
produce la citosina en las sefiales voltamétricas de la guanina. Sin embargo la
voltametria aporta poca informacién en este aspecto ya que como se describié en el
apartado 5.2.3 de este capitulo de la tesis, la guanina no muestra sefiales de
adsorcidon/desorcion en los voltagramas si no que esta quimisorbida desde los

potenciales negativos.

5.3.4. Resultados y Discusion de los Espectros FT-IRRA para la

guanina y citosina co-adsorbida sobre Electrodos de Oro

5.3.4.1. Espectros ATR-SEIRA en la Region Espectral 1400 a 1800 cm'!.

En la figura 5.26 se muestran los espectros de ATR-SEIRA en disoluciones de H>O a
pH 1, 8 y 11.6 a dos potenciales en los que ambas bases estan adsorbidas sobre peliculas
nanoestructuradas de oro. A cada valor de potencial se presentan dos series de
experimentos cada uno comenzando con una base diferente para poder comparar los
espectros de co-adsorcidén con el espectro individual de la base con la cual se ha

comenzado el experimento.

A pH 1 para la region de potencial a los cuales la guanina se encuentra adsorbida
quimicamente sobre la superficie del electrodo pero no se han alcanzado los potenciales
de adsorcidén quimica de la citosina no se observan sefales activas para para la citosina,
la citosina estd completamente desorbida. Por tanto esto parece indicar que a este valor
de pH no hay un rango de potenciales comin donde se pueda estudiar la co-adsorcion

de ambas bases sin estar influenciada fuertemente por la oxidacién de guanina.

A pH 8 y 11.6 se observan sefiales activas de la citosina en la regién de adsorcion
quimica de guanina aunque, en ambos casos en un rango muy pequefio de potenciales
como también indicaban los resultados voltamétricos. En disoluciones acuosas como se
viene discutiendo a lo largo del presente capitulo a valores de pH fuertemente bésicos

no se corrige bien la sefial de fondo del electrolito debido a que en esa regidén aparecen
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las flexiones de OH. Esto hace que los efectos de co-adsorcidon en disoluciones acuosas
son mas complicados de estudiar. Sin embargo, a pH 8 se observa como al adicionar
guanina a la disolucién que contiene citosina, las bandas caracteristicas de la citosina
desaparecen. Este efecto es especialmente claro en la bandas a 1725 y 1709 cm’,
correspondiente a bandas de combinacién que contienen contribuciones de las
vibraciones de tension de CO y flexiones de NH». Por otro lado en los experimentos
empezando por guanina 0.01 mM adsorbida, se observan inicialmente las dos sefiales
caracteristicas de la adenina a 1725 y 1709 cm’! sin embargo, no se pueden distinguir
sefales activas de citosina adsorbida en esta region de potenciales. Ademéas se puede
distinguir una mejora de las sefiales correspondientes a la guanina. Al igual que ocurria
con la citosina y la adenina los cambios en las intensidades de las sefiales
correspondientes a la citosina y la guanina adsorbidas en presencia de su base
complementaria podrian tener dos causas; un cambio en la cobertura de la superficie y/o
un cambio en la orientacion del plano molecular respecto a la superficie del electrodo.
De esta forma la desaparicion de las sefiales de IR correspondientes a la citosina en
presencia de guanina podria atribuirse bien a una reorientacion de la citosina adsorbida
con el plano molecular paralelo a la superficie del electrodo o a su desorcion total. Sin
embargo las sefiales voltamétricas correspondientes a la adsorcidén/desorcion de citosina
obtenidas en presencia de guanina indican que ambas estin co-adsorbidas sobre el
electrodo. Esto sugiere que al co-adsorberse ambas moléculas cambian su orientacion de
forma que la citosina parece adoptar una orientacion mas paralela a la superficie
mientras que la guanina se orienta mas perpendicular en presencia de su base
complementaria. Los estudios comparativos de los espectros ATR-SEIRA de cada base
con los obtenidos tras adiciones de la base complementaria se han realizado también en
disoluciones de 6xido de deuterio a pD 8. En estos casos, se puede también analizar el
efecto de la adicién de citosina solamente sobre la sefial de tension de carbonilo ya que
como consecuencia del proceso de deuteracion la banda correspondiente a la vibracion
de flexion del grupo amino se desplaza a frecuencias mas bajas (<1200 cm™). En la
figura 5.27 se observa que el comportamiento de las sefiales de guanina y citosina en
presencia de la base complementaria es el mismo que el descrito para medios acuoso,
las sefiales de citosina se pierden en presencia de guanina y ésta parece aumentar su

intensidad
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Fig. 5.26.- Espectros “in-situ” de ATR-SEIRA en la region 1300-1800 cm! a los valores de pH indicados
para disoluciones de guanina 0.0l mMapH 1y 11.6 y0.02mM apH 8 (- ¢ - ¢ -), citosina ImM (- ¢ - * -),
citosina 1 mM y guanina 0.01 mM o 0.02 mM en funcién del pH (—), guanina 0.01 mM o 0.02 mM en
funcién el pH y citosina ImM (—)
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Fig. 5.27 Espectros “in-situ” de ATR-SEIRA en la regién 1300-1800 cm! a pD 8 para disoluciones de
0.02mM apH 8 (- - -),citosina ImM (- ¢ - * -), citosina | mM y guanina 0.02mM (—), guanina 0.02
mM vy citosina ImM (—)

5.3.4.2. Espectros ATR-SEIRA en la Region Espectral 2800 a 3900 cm.

Se han analizado los espectros de ATR-SEIRAS sobre electrodos de oro en contacto
con disoluciones de guanina sobre las que se adiciona citosina en la region del espectro
entre 2800-3900 cm™! para poder estudiar el efecto que la citosina tiene en las sefiales

asociadas a las vibraciones de tensiones simétricas y asimétricas de NH> de guanina.
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Fig. 5. 28.- Espectros de ATR-SEIRA en las regiones de 2800-3900 cm'! para disoluciones de citosina
ImM (- ¢ -¢-), guanina 0.0lmM apH 1 y 11.6 y 0.2 mM a pH 8(- ¢ - * -), adenina 0.01lmM apH 1y 11.6
y 0.02 mM a pH y timina 1mM (—) adsorbidas sobre peliculas nanoestructuradas de oro en H,O a pH 1

y a los potenciales indicados. Los espectros estan referidos al electrolito soporte al mismo valor de

potencial.

En la figura 5.28 se observa la coadsorcién de guanina con agua en funcion del pH y
como en la regién de adsorcion fisica de citosina hay agua adsorbida en la interfase

como se ha explicado en apartados previos de este capitulo.

Para la guanina en la figura se observan las sefiales asociadas a las vibraciones de
tension simétrica y antisimétrica de NH» (c.a 3431 y 3263 cm’, respectivamente) y a los
tres valores de pH y en el rango de potenciales de co-adsorcion. Estas sefales no se
desplazan al afnadir una disolucion 1 mM de citosina lo que sugiere que como
consecuencia del proceso de co-adsorcion la interfase se reorganiza pero esta
reorganizacion parece no implicar la interaccidn entre bases complementarias a través
de puentes de hidrogeno. Ya que si hubieran tenido lugar interacciones por puentes de
hidrégeno se hubieran esperado desplazamientos hacia el rojo de estas sefiales tal y
como se describe en la bibliografia.!” Sin embargo los resultados voltamétricos y de IR
en la regién de 1300-1800 cm™ sugieren que la co-adsorcién de ambas bases parece

originar una reorganizacion de la interfase en la que ambas bases estan presentes. Al
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igual que se describi6 en el caso de la timina y la adenina en el capitulo 3 este tipo de

interaccion podria ser una interaccion n-staking de tipo T-edge to face.
5.3.5. Conclusiones

Los resultados espectroelectroquimicos de ATR-SEIRAS in situ para la co-adsorcién de
citosina y guanina sobre electrodos de oro a pH 1, 7.5 y 11.6 en comparacién con los
espectros de las bases aisladas han permitido determinar a qué valores de pH ambas
bases se encuentran adsorbidas sobre la superficie electrodica y analizar las
interacciones entre bases complementarias resultando que cuando ambas estin presentes

inducen una reorganizacién de la otra respecto a la superficie electrddica.

La desaparicion de las sefiales de citosina ha sugerido que adopta una disposicion mas
paralela respecto al electrodo en presencia de adenina. Por el contrario en presencia de
citosina adsorbida se ha encontrado un incremento de las sefales guanina que puede
deberse bien a un aumento del exceso superficial de esta base sobre el electrodo y/o a

una inclinacion de su plano molecular.

La asignacién del espectro en la regién 2800-3900 cm™! ha permitido confirmar que no
existe interaccion por puentes de hidrégeno entre ambas bases complementarias, sin
embargo, debe existir algln tipo de interaccion a largo alcance que por la orientacién

que estas bases presentan en la interfase puede ser de tipo T-edge to face.
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Capitulo 6

Estudio Espectro-Electroquimico Mediante PM-
IRRAS de Peliculas de Nucleolipido de Citidina
Adsorbidas Sobre Electrodos de Au(111).
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6.1. Introduccion

Como ya se ha explicado los estudios de adsorcidn y co-adsorcidn de las bases del ADN
en la interfase electrodo disolucion ha suscitado un gran interés por su facilidad para
mimetizar las interfases biologicas ya que permite obtener informacién estructural y de
la influencia del campo eléctrico. Sin embargo estas interfases no acaban de mimetizar

completamente las interfases biolégicas ya que no incluyen un entorno lipidico.

Las primeras interfases electrodos/disolucién que eran capaces de proporcionar
situaciones mas proximas a las condiciones fisioldgicas estaban formadas por un
electrodo de mercurio recubierto de fosfolipido de tal forma que el fosfolipido se
organizan formando monocapas organizadas, es de decir, la mitad de una bicapa en la que
el fosfolipido expone a la disolucion sus cabezas polares. De esta forma los fosfolipidos
exponen a la disolucién sus cabezas polares. Asi los fosfolipidos en la monocapa
presentan interacciones similares con el electrodo que las que experimentan los lipidos
en las membranas bioldgicas. La idea inicial del disefio de este tipo de electrodos fue de
Miller! sin embargo el impulso definitivo lo proporcioné Nelson>? a finales de los afios
80 introduciendo una metodologia que permitia caracterizar electroquimicamente la
pelicula formada sobre el electrodo. En este campo cabe destacar a los grupos de Guidelli
y Moncelli (66-68) que han estudiado termodindmicas de las peliculas de fosfolipidos y
al grupo de Lipkowski*® que ha realizado algunos estudios con monocapas de
fosfolipidos sobre electrodos de oro formados mediante la técnica de Langmuir-
Schaeffer. La formacion de bicapas y monocapas insolubles sobre electrodos sdlidos hizo
dificil el uso de técnicas convencionales para su caracterizacion estructural tales como la
espectroscopia in-situ convencionales, ya que las especies que conforman las peliculas no
se desorben a ningtin potencial. Sin embargo el problema se solucion6 con la introduccion
de la metodologia PM-IRRAS (Polarization Modulated InfraRed Reflection Absortion
Spectroscopy)

Con el objetivo de conseguir interfases electrodo/disolucion, que al igual que las de
fosfolipidos mimeticen las interfases bioldgicas, pero en las que ademas se pueda estudiar
la interaccion y el reconocimiento moléculas entre bases complementarias del ADN se
hace uso de los nucleolipidos, que poseen una de las cuatro bases del ADN en la cabeza
hidrofilica y, ademés presentan una extraordinaria capacidad para auto-organizarse

formando estructuras complejas.
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Desde un punto de vista quimico los nucleolipidos pueden definirse como moléculas
organicas hibridas que forman parte de las células. En general estan constituidos por una
parte hidrofilica que puede ser una nucleobase, un nucledsido, un nucleétido o un
oligonucledtido (que contienen en su estructura una de las cuatro bases del ADN o el
ARN) y un resto lipofilico que puede ser una cadena alquilica (de alquilo o de alquenilo)

o bien un hidrocarburo carbociclico.’

NH,

=
0]
0" ~o-P-o-P-o-cH,
oH o o . [—©°
\/\/\/\/\/\/\/Y NH4+ NH,

© OH OH

Fig. 6.1 Representacién a modo de ejemplo de dos nucleolipidos a) dioctanoilfosfatidiladenosina, b) 1,2-

dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina

La fraccion lipidica juega un papel fundamental en la autoorganizacién, dado que su
longitud, el nimero de insaturaciones o su posicion relativa a la base pueden tener un
gran impacto en la estructura del apilamento, originando diferentes conformaciones como
vesiculas, fases laminares, cintas, filamentos helicoidales o micelas esféricas entre
otras.>%!9 Ademas, poseen una cabeza polar derivada bien de una base pirica (adenina o
guanina) o pirimidinica (citosina, timina o uracilo) que pueden interaccionar a través de
puentes de hidrégeno o por interacciones de tipo Tr-stacking. Los conceptos de
reconocimiento molecular utilizando nucleolipidos se aplicaron inicialmente a una
pelicula supramolecular en la interface aire /disolucién.!!"'*!3 M4s recientemente, se han

realizado estudios en interfaces mesoscopicas, tales como las que se encuentran en los
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sistemas vesiculares y micelares, concluyendo que los nucleolipidos simples en los
agregados micelares o vesiculares, o adsorbidos sobre una superficie, podrian tener
propiedades de reconocimiento molecular entre las bases complementarias.'* Ademas, se
ha encontrado que por debajo de la concentracién micelar critica (cmc) no existe
reconocimiento molecular entre nucleolipidos que portan bases complementarias, sin
embargo se encontraron interacciones por puentes de hidrégeno o de tipo T-staking en la

superficie de la estructura supramolecular formada.

Con el fin de estudiar el reconocimiento molecular entre pares de bases complementarias
en interfases electrificadas més proéximas a las membranas bioldgicas se pueden depositar
monocapas de estos nucleolipidos sobre electrodos so6lidos y estudiar la interaccién con
la base complementaria. Actualmente la mayoria de los trabajos de reconocimiento
molecular entre los pares de bases complementarias se centran fundamentalmente en las
interacciones entre la adenina y el uracilo.!"'>15-17 Sin embargo, se han realizado pocos
estudios sobre el reconocimiento molecular entre guanina y citosina. La mayoria se ellos
se limitan a estudiar la variacién de las isotermas de adsorcion y en consecuencia la
variacion que experimenta la presidon superficial (TT) cuando estd presente la base
complementaria.!>'®  Miao y col.!” sintetizaron el nucleolipido  1-(2-
octadeciloxicarboniletil)citosina y estudiaron el reconocimiento molecular con su base
complementaria guanina por comparacion de las isotermas de adsorcién (1T-A) de las
monocapas de Langmuir del nucleolipido en ausencia y en presencia de la base
complementaria en la subfase. Mediante estudios de ultravioleta visible (UV-vis),
reflexion-adsorcidn en el infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) y Raman (SERS)
han podido demostrar que tiene lugar el reconocimiento molecular entre la citosina y la

guanina a través de tres enlaces de hidrégeno de tipo Watson-Crick.

En este capitulo se presenta un estudio espectro-electroquimico combinando las técnicas
electroquimicas convencionales con la espectroscopia de PM-IRRAS para caracterizar
monocapas y bicapas insolubles de Langmuir en las que participa el nucleolipido 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina para interaccionar con la base complementaria, guanina
cuando esta esté presente en la disolucidn. En el apartado 6.2 se presenta la formacion de
monocapas del nucleolipido en la balanza de Langmuir, su transferencia al electrodo
Au(111), su caracterizacion electroquimica y finalmente sus propiedades
espectroscopicas en el IR, mediante la técnica de PM-IRRAS “in situ” de la célula

electroquimica. La modificacion de estas propiedades espectroscopicas cuando la
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monocapa se prepara agregando guanina a la disolucién de trabajo en la balanza de
Langmuir, se utilizara para decidir acerca de las posibilidades de reconocimiento
molecular del sistema electr6dico modificado con la monocapa de nucleolipido. El
apartado 6.3 estd dedicado a la preparacion, caracterizacion y andlisis de las posibilidades
de reconocimiento molecular de bicapas que contienen la estructura del nucleolipido,

soportadas en electrodos Au(111).
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6.2. Formacion y caracterizacion de monocapas de nucleolipido de

citidina adsorbidas sobre electrodos de oro

6.2.1. Experimental

6.2.1.1 Reactivos y electrodos

Se disolvié 1-hexadecanotiol en metanol para conseguir una concentracién de la
disolucioén stock de 1 mg/ml. Igualmente el 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina (Avanti
Polar Lipids) se disolvid en cloroformo para conseguir disoluciones stock de

concentracion Img/ml.

El electrodo monocristalino de Au(111) se prepard por el método de Clavilier. Antes de
los experimentos se limpio a la llama mediante recocido, después se dejo secar al aire

durante dos minutos antes de realizar el depdsito de la pelicula lipidica.

Todos los experimentos electroquimicos se han llevado a cabo en disoluciones de NaF
0.1M. Previamente a la preparacion de la disolucion el NaF se coloc6 durante 15 minutos
en una camara de ozono (UVO cleaner, Jelight, Irvine, CA) para eliminar la materia

organica.
6.2.1.2 Isotermas en la interfase aire/agua

Se registraron las isotermas de compresion en las distintas interfaces aire | disolucion,
conteniendo o no la subfase guanina (0.025mM), utilizando una balanza de Langmuir
(NIMA technology Ltd., U.K.) equipada con dos barreras méviles y una placa de
Wilhelmy . Las peliculas se comprimieron utilizando una velocidad de barreras de 5 cm?2
/ min hasta que se alcanzd la presion de colapso en cada uno de los casos. La presion
superficial se midi6 utilizando el método de Wilhelmy utilizando un tensiometro de
superficial Nima controlado por un ordenador. La placa Wilhelmy se elaboré con un papel
de filtro Whatman, que se cambiaba después de cada isoterma. Los experimentos se

llevaron a cabo a 44 = 1 °C.
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6.2.1.3 Formacion de monocapas de Langmuir

Se prepararon monocapas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina en la interfase aire /
disolucion mediante la balanza de Langmuir citada arriba. La cuba de la balanza se llen6
con la subfase acuosa que podia contener o no disuelta guanina (0.025mM). La monocapa
se formd primeramente en la interfase aire/disolucion de la subfase mediante aplicacion
en la superficie de la cuba de unos pocos microlitros de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
citidina de concentracién 1mg/ml disuelto en cloroformo. Se esperd 15 minutos hasta que
se evapor¢ todo el disolvente en el que iba disuelto el nucleolipido y se llevo a cabo la
compresion con las barreras hasta conseguir una presion superficial de 30mN/m. La
temperatura de la subfase se mantuvo constante a 44 = 1 °C. A continuacion se realiz6 la
transferencia Langmuir-Schaeffer sobre el electrodo de Au(111). Esta transferencia tiene
lugar por lo general sin que se modifique la organizacién de la pelicula en la interfase
aire/agua Por lo tanto, las cadenas acilicas del nucleolipido deben tener la misma
inclinacién que en la interfase aire / disolucién.’® Ademds, es de esperar que el
nucleolipido oriente su grupo citosina hacia la disolucion para interaccionar con la base
complementaria, guanina, cuando esta estuviera presente en el medio. Cabe destacar que
debido a que el nucleolipido en este tipo de monocapas queda unido fisicamente a la
superficie del electrodo, estos ensamblajes-pueden ser inestables ante cambios bruscos de
temperatura, contaminacién o incluso pueden destruirse facilmente por algunos

disolventes.
6.2.1.4 Caracterizacion electroquimica

Las medidas electroquimicas se llevaron a cabo en una célula de tres electrodos utilizando
la configuraciéon de menisco colgante. El electrodo de trabajo consistié en un monocristal
de Au(111), mientras que un hilo de oro sirvié6 como contra electrodo. Como electrodo
de referencia se utiliz6 el electrodo saturado de calomelanos (SCE) conectado a la célula
electroquimica a través de un puente salino. Todos los potenciales se refieren a este
electrodo a menos que se indique lo contrario. La pureza del electrolito se comprob6 in-
situ con medidas de voltametria ciclica y capacidad diferencial utilizando los
procedimientos experimentales previamente descritos en la bibliografia.?! Para realizar
los experimentos electroquimicos se utilizé un sistema controlado por ordenador formado
por un potenciostato /galvanostato HEKA PG 590 y un amplificador lock-in (EG & G

Instruments 7265 DSP). Todos los datos se adquirieron utilizando una tarjera de
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adquisicion de plug-in (Nacional Instruments NI-DAQBNC-2090) usando un software

diseniado a medida.

La cronoculumbimetria se utiliz6 para determinar la densidad de carga en la superficie
del electrodo. El electrodo de oro se llevé a un potencial base (Eb), coincidente con el
minimo de capacidad diferencial, durante 600s entonces se aplicaron saltos de potenciales
(Ei) con un una diferencia entre ellos de 0.1V. En cada salto se mantiene el potencial Ei
durante 30s y se realizan las medidas de intensidad y después de cada salto se recupera la
superficie del electrodo por aplicacion del potencial base durante 600s, antes del siguiente
salto. Finalmente se aplic el potencial de desorcion (Eges) de -1.2V durante 0.15 s. La
integracion de los transitorios de corriente proporciona la diferencia entre las cargas a los
potenciales E; y Eds. Se realizaron experimentos similares con el electrodo
monocristalino desnudo y con la pelicula adsorbida en el electrodo, que se introducen en

la misma disolucién de electrolito.
6.2.1.5 Recoleccion de espectros y procesamiento

Para realizar las medidas de PM-IRRAS se utiliz6 un espectrofotometro Nicolet Nexus
8700 (Madison, WI) equipado con una mesa de montaje Optica externa, un detector de
conductividad térmica (MCT), un modulador fotoelastico (Hinds Instruments PM-90 con
una cabeza oOptica de 50kHz, Hillsboro, OR) y un demodulador (GW Instruments
Synchronous Sampling demodulator, Madison, WI). Los espectros se adquirieron
utilizando un software propio, un macro Omnic y un convertidor de digital a analogico
(Omega, Stamford, CT) para controlar el potenciostato (EG & GPAR362, Princenton,
NJ). Como ventana Optica en el IR se utiliz6 un prisma triangular equilatero de BaF>
(Janos Tecnology, Townshend, VT), que se lav6 antes de cada experimento con metanol
y agua. Antes de cada experimento la célula espectro-electroquimica se limpi6 durante 1
hora en un bafo caliente que contenia una mezcla de 4cidos (1: 3 HNO3z / H2SOs).
Dejandose enfriar luego durante 2 horas en ese mismo bafio. Las piezas de teflon se lavan
durante toda la noche en disolucién pirafia. Finalmente todo el material se enjuaga muy
bien con agua Milli-Q UV-Plus (resistencia>18.2 MQ/cm). El electrodo recubierto con
la pelicula de nucleolipido se inserta en la célula espectro-electroquimica vacia y
posteriormente la célula se llena con una disolucion 0.1 M de NaF (VWR Scientific)
disuelto en D>O. El potencial inicial que se aplica al electrodo es 0.4V vs SCE y se va

variando hacia valores negativos con un intervalo de 100 mV hasta que se alcanza el valor
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de -1.2 V vs SCE. Para cada escalén de potencial se recogieron 6000 interferogramas que
se promediaron para obtener el espectro. La resolucién del equipo fue de 2 cm™ y la

temperatura se mantuvo constante a 20 = 1 °C.

Los espectros corregidos, AS, son proporcionales a la absorbancia (Abs) de las moléculas
adsorbidas, A segun la ecuacion (1) de acuerdo a lo descrito en la metodologia.

AR _ |Rs—Ry|

Abs = 5 = Rerry)z

)

6.2.2. Isotermas del nucleolipido en la interfase aire/disolucion

Las isotermas de comprension a 44 = 1 °C, en presencia y en ausencia de guanina en la
subfase, se muestran en la figura 6.1. Los resultados muestran que ambas isotermas no
son superponibles dentro del error experimental. En ausencia de guanina en la subfase, se
observa que las monocapas del nucleolipidol,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina
muestran polimorfismo comenzando con una estructura liquido condensada (LC) que se
transforma en sélido (S) al disminuir el drea disponible para las moléculas que constituyen
la monocapa hasta alcanzar una presion méaxima de colapso de 72 mN/m. Cuando la
guanina esta presente en la interfase la isoterma de compresién muestra una monocapa
predominantemente liquida alcanzdndose la presién de colapso antes, a los 38 mN/m.
Ademis el valor del 4rea por molécula aumenta desde 175 a 240 A2. Todos estos cambios
se pueden atribuir a las interacciones que podrian establecerse entre la guanina y el grupo

citosina del 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina.
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Fig. 6.2 Isoterma de compresion para monocapas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina en la interfase
aire / disolucién en presencia (——) y en ausencia (——) de guanina 0.025 mM. Subfase NaF 0.1M.

Temperatura 44 = 1 °C.

6.2.3. Caracterizacion electroquimica de Monocapas de 1,2-dipalmitoil-

sn-glicero-3-citidina Adsorbidas sobre Electrodos de Au(111)

Se han realizado medidas de voltametria ciclica, capacidad diferencial y densidad de
carga en funcion del potencial para estudiar el comportamiento electroquimico del
electrodo Au(111) recubierto de una monocapa de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina
preparado por una transferencia de Langmuir-Schaeffer en presencia y en ausencia de
guanina. En la figura 6.3a se muestran los resultados de voltametria ciclica en ausencia
de guanina. En el barrido inicial hasta -0.3V vs SCE, se observa una region capacitativa
caracteristica de una monocapa en la que el nucleolipido estaria unido al electrodo por la
cola hidrofébica. Sin embargo, al ampliar el potencial hacia potenciales mas negativos
empiezan a aparecer picos voltamétricos. Caben dos posibilidades transiciones de fase en
la pelicula lipidica o reorientacion de la misma y adsorcion del fragmento de citosina, que

daria entonces los picos caracteristicos.
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Fig. 6.3 a) Voltagramas de la region capacitativa del Au(111) en presencia una monocapa de 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbido, extendiendo en sucesivos ciclos el limite inferior hacia
potenciales menores (---). b) Voltagramas de la regidn capacitativa del Au(111) en presencia una
monocapa de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbido en presencia (——) y ausencia (——) de

guanina. Velocidad de barrido 20 mV/s.
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El voltagrama estacionario obtenido en presencia de guanina sigue mostrando estos picos
voltamétricos (figura 6.3b). Los resultados electroquimicos ponen de manifiesto que
ambas monocapas son estables en la regién de potenciales entre 0.45V vs SCE y -1V vs
SCE cuando éstas se adsorben sobre superficies de Au(111), como puede comprobarse de
los resultados electroquimicos presentados en las figuras 6.3 y 6.4. Sin embargo a
potenciales mas negativos de -1V vs SCE la monocapa comienza a desorberse sobre la
superficie como se observa en la curva de densidad de carga (figura 6.4b) que se fusiona

con la del electrodo desnudo.
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Fig. 6.4a) Curvas de capacidad diferencial obtenidas por barridos de potencial entre E=y E=a 5 mV/s 'y
b) densidad de carga del electrodo Au(111) recubierto de una monocapa de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
citidina en presencia (——) y en ausencia (——) de guanina. Se adjunta también la curva de densidad de

carga para el electrodo sin recubrir (circulos abiertos)

Finalmente en ambos casos se obtienen altos valores de minimos de capacidad
diferencial; 11.5 uF cmen ausencia de guanina y 10.13 pF cm™ cuando la guanina est4
presente (figura 6.4a). Estos valores son mucho mas altos que el valor esperado para las
membranas bioldgicas, aproximadamente de 1 pFcm™. Estos resultados indican que las
monocapas presentan defectos, lo que estaria de acuerdo con la rotacidn inicial de algunas
moléculas de nucleolipidos para cambiar su union al electrodo aumentando asi el nimero

de defectos de la monocapa.
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6.2.4. Espectros PM-IRRAS de los electrodos recubiertos de la

monocapa-nucleolipidica

Las senales espectroscopicas caracteristicas en el IR de los electrodos recubiertos por
monocapas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina, preparadas en presencia y ausencia
de guanina, se presentardn en dos subapartados distintos que comprenden la regién de
1400-1800 cm™ y Ia regién de 2800-3100 cm™ en funcidn de las posiciones de las bandas
asociadas al lipido y al grupo citosina del nucleolipido. Asimismo, se distinguira entre las
monocapas formadas en ausencia y en presencia de guanina, para poder discutir el efecto
de la guanina en la organizacion de la pelicula y decidir acerca de las posibilidades de

reconocimiento molecular de los electrodos recubiertos del nucleolipido

6.2.4.1. Regién 1400-1800 cm’! de los espectros de monocapas preparadas en

ausencia de guanina

En la figura 6.5 se muestra el espectro de PM-IRRAS en la region de 1300-1800 cm’!
para electrodos monocristalinos de oro recubiertos con monocapas de 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-citidina a 0.055V y se compara con el espectro ATR-SEIRA de la citosina
adsorbida sobre electrodos de oro nanoestructurados, ambos espectros obtenidos en
medio D>0, asi como con el espectro de una pelicula de Langmuir del fosfolipido que
contiene las mismas cadenas acilicas que el nucleolipido, DPPC
(dipalmitoylphosphatidylcholine). Se han incluido también el espectro de transmision del
nucleolipido, obtenido como se describi6 en el apartado experimental, y el de la citosina

en fase gas, tomado de la bibliografia (Base de datos del programa Omhmic).
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Fig.6.5 Espectros de PM-IRRAS en la region de 1300-1800 cm™ NaF 0.1M / D,O para monocapas de
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina (——) adsorbidas sobre electrodos monocristalinos de Au(111) a
0.055Vvs SCE, Espectro de transmision de la citosina (- - -), espectro de transmisién de 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-citidina (- - -). Y espectro PM-IRRAS del DMPC tomado de la bibliografia.’ Espectro de
ATR-SEIRA, en la regién entre 1300-1800 cm!, para la citosina adsorbida sobre peliculas nano-

estructuradas de oro desde disoluciones 1 mM de citosina en H,O, a 0.5V vs SCE (- - -)

Esta region espectral incluye fundamentalmente en el caso de medios deuterados las
vibraciones de tension de C=0, las vibraciones de tensiéon C-C y las vibraciones de
tension de C-N. En los espectros de transmision del nucleolipido se pueden identificar
las sefales que corresponden a modos de vibracion de enlaces del fragmento de citosina,
por comparacién con el espectro de transmision de la citosina en fase gas. Estas sefales
aparecen practicamente a los mismos nimeros de onda en los espectros de transmision
del nucleolipido y de la citosina. Solo la sefial a 1535 cm™ del espectro de la citosina
neutra, aparece a un nimero de onda mas bajo en el nucleolipido (1524 cm™), lo que se
puede explicar porque en el modo de vibracion correspondiente participa la vibracion N1-
Cs, que en el nucleolipido debe estar afectada por la unién de la citosina al fragmento de
carbohidrato a través del atomo Nj. Las sefales intensas y de frecuencias mas altas del

espectro de transmision del nucleolipido deben corresponder a los modos de vibracion de
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los carbonilos de los ésteres de las cadenas lipidicas, como se deduce al comparar con el
espectro del fosfolipido DMPC. Las sefiales a 1450-1460 cm™ coinciden con vibraciones
de flexion CH que se encuentran tanto en el espectro de la citosina como en el del

fosfolipido.

En el espectro PM-IRRA de la monocapa de nucleolipido sobre el electrodo de oro, las
sefales correspondientes a las vibraciones de las cadenas acilicas se modifican muy poco
con respecto al espectro de transmision del nucleolipido, sin embargo, las de los modos
de vibracion del fragmento de citosina se modifican mas, en particular las de las
vibraciones a 1654 y 1610 cm™! del espectro de transmision que se desplazan ligeramente
(1641 y 1618 cm™ respectivamente) en el espectro PM-IRRA. Estas sefiales estin
relacionadas con las tensiones del carbonilo y del anillo de citosina, lo que sugiere que
existe interaccion entre la superficie del electrodo y el grupo carbonilo y atomos de
nitrégeno del anillo. En el espectro ATR-SEIRA de la citosina adsorbida sobre electrodos
de oro nanoestructurados (Fig. 6.5), la sefal de tension del carbonilo también aparece a
frecuencias algo menores (1637 cm™) que en el espectro de transmisién y muestra
también una sefial intensa a 1569 cm™!, que se asigné a uno de los modos de tensién del
anillo de citosina, que no esta presente a dicha frecuencia en el espectro de PM-IRRA del
nucleolipido, posiblemente debido a la unién del anillo de la base a los fragmentos de
carbohidrato. En cualquier caso, la interacciéon debe implicar la inclinacién del plano del
fragmento de citosina respecto a la superficie del electrodo, dado que las senales de los
modos de vibracion en el plano son Opticamente activas. Las cadenas acilicas quedarian
hacia el lado de la disolucién también con cierta inclinacién con respecto a la superficie

electrodica.

La asignacion de las bandas caracteristicas para el espectro de transmision del
nucleolipido y de PM-IRRAS de la monocapa sobre el electrodo en D20 se recoge en la

Tabla 1.

Tabla. 1 Frecuencias experimentales en NaF 0.1M / D,O para el espectro de PM-IRRAS de una monocapa
de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbidas sobre electrodos monocristalinos de Au(111) a 0.055Vvs

SCE y para los espectros de transmision

. » Numero de onda Numero de onda
SslEacion transmisién PM-IRRAS a 0.055Vyvs SCE
strC=0 (éster) 1738 cm™! 1738 cm™
str C,0 + str. ring (citosina) 1698 cm™! 1717 cm™
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bend CH+ str ring 1654 cm’! 1641 cm'

strC4-Cs + strCN citosina 1610 cm! 1618 cm’

strC4-Cs + strN3-C»  citosina 1535 cm’! 1524 cm!

8CH> + strN3-Cy4 + citidina 1507 cm’! 1507 cm’!

vC4-NH; +vCs5=Cs + ONH2 1464 cm™ 1464 cm™
citosina

(str- tension , bend- flexion)

En la figura 6.6 se presentan los espectros de PM-IRRAS en esta misma region espectral
a los distintos potenciales. Las sefiales no sufren desplazamiento ni cambian su intensidad
de manera significativa al modificar el potencial, indicando que la monocapa no sufre

ninguna reorientacién al modificar el potencial aplicado.

E ‘S é | 0.001 a.u

-0.045,
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-0.245
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1800 1700 1600 1500 1400

Numero de onda / cm™

Fig.6.6 Espectros de PM-IRRAS en la region de 1300-1800 cm™ en NaF 0.1M / D,O para monocapas de
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbidas sobre electrodos monocristalinos de Au(111) a los

potenciales indicados referidos al electrodo saturado de calomelanos.

6.2.4.2. Region 1400-1800 cm’! de los espectros de monocapas preparadas en

presencia de guanina

En la figura 6.7 se presenta el espectro de PM-IRRA de la monocapa preparada en
presencia de guanina en comparacion con el de la monocapa preparada en ausencia de

guanina, a 0.055Vscke. En la figura se ha incluido también el espectro ATR-SEIRA de la
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guanina adsorbida sobre electrodos nanoestructurados de oro a un potencial alto 0.15

VscE.

1733
1645

AS

|
1800 1600 1400
Numero de onda / cm”

Fig.6.7 Espectros de PM-IRRAS en la region de 1300-1800 cm™ NaF 0.1M / D,O para monocapas de
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbidas sobre electrodos monocristalinos de Au(111) a 0.055V

vs SCE en presencia (——)y ausencia (——)de guanina, Espectro de ATR-SEIRA, para la guanina
adsorbida sobre peliculas nano-estructuradas de oro desde disoluciones 0.01 mM de citosina en H>O, a -

0.1V vsSCE (-2 -¢-).

En el espectro de PM-IRRAS para la monocapa preparada en presencia de guanina se
observan diferencias significativas con el de la monocapa preparada en ausencia de
guanina. Asi, desaparecen las sefiales de los modos de vibracion del fragmento de citosina

en tanto que aparecen dos sefiales o grupos de sefiales intensas que se corresponden en

cuanto a sus perfiles con las sefales de ATR-SEIRA de la guanina adsorbida sobre

electrodos de oro, consistente en una sefial intensa a 1672 cm™, que se puede asignar a

235



la vibracion de tension del carbonilo y dos sefales de intensidad media a 1565 y 1552
cm’! | asignables a las tensiones de anillo que implican preferentemente las tensiones
CoNs y C4Ns, respectivamente, conforme a la Tabla 1 del apartado 5.2. Estas sefiales,
asignables por lo tanto a guanina adsorbida sobre el electrodo, sin embargo presentan
frecuencias significativamente menores que las correspondientes sefiales de la guanina
adsorbida, tal como se ha sefialado en la Fig. 6.7. Esto sugiere, que las interacciones de
la guanina en la monocapa no son completamente idénticas a las de la guanina adsorbida
sobre oro, pero debe seguramente implicar al grupo carbonilo y alguno de los nitrégenos
del anillo, pues las frecuencias de las sefiales estan desplazadas respecto a las calculadas
para la molécula aislada (Tabla 3 del apartado 5.2) en el mismo sentido que las senales
de la guanina adsorbida sobre oro, s6lo que en menor grado. Es muy posible que la
guanina en la monocapa esté también interaccionando con la citosina del nucleolipido, lo
que podria dar lugar a una orientacion diferente a la propuesta en el capitulo 5, para la
adsorcion de la guanina sola. En cualquier caso, se puede concluir sin ambigiiedad la
inclinacion del plano molecular de guanina respecto a la superficie electrddica y, por otra
parte, que el grupo carbonilo y algin nitrégeno de la guanina participan en interacciones
con el electrodo y/o con el fragmento de citosina del nucleolipido. A pesar de no
observarse las sefiales de vibracion del fragmento de citosina, no se puede descartar la
adsorcion de dicho fragmento sobre el electrodo, s6lo que adoptaria una orientacion
paralela a la superficie del electrodo, tal como se propuso para la coadsorcion de las dos
bases complementarias sobre electrodos de oro, en el capitulo 3. En cuanto a las sefales
asignadas a los carbonilos de los ésteres de las cadenas acilicas se observa una
disminucién de sus intensidades, que podria estar relacionada con una disminucién del
angulo de inclinacion de las cadenas respecto a la superficie del electrodo. Este aspecto

se discutird mas abajo en relacion con las sefales en la region de altas frecuencias.

En la figura 6.8 se muestran los espectros PM-IRRAS de las monocapas de nucleolipido

en presencia y en ausencia de guanina a distintos potenciales electrodicos.
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Fig.6.8 Espectros de PM-IRRAS en la region de 1300-1800 cm™! en NaF 0.1M / D,O para monocapas de
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1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbidas sobre electrodos monocristalinos de Au(111) a los

potenciales indicados en presencia (——) y ausencia (——) de guanina.

A todos los potenciales se observan los fendomenos ya comentados mas arriba. El principal
efecto significativo se encuentra en el aumento de la sefial de carbonilo de la guanina al
aumentar el potencial y su desplazamiento a mayores nimeros de onda, mientras que el

resto de sefiales en presencia de guanina no muestra una dependencia significativa con el

potencial.
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6.2.4.3. Region 2800-3300 cm-1 de los espectros de monocapas preparadas en

ausencia y en presencia de guanina

Los espectros PM-IRRA en esta region en la que se localizan las tensiones CH de las
cadenas del fosfolipido proporcionan informacién sobre los dngulos de inclinacién y la
conformacién de las cadenas acilicas. Se presentan en este apartado los resultados y el
andlisis de los mismos, tanto para las monocapas preparadas con el nucleolipido en

ausencia de guanina como para las preparadas en presencia de guanina.

La figura 6.9 se muestran los espectros PM-IRRA de las monocapas 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-citidina adsorbida sobre electrodos monocristalinos de Au(111), preparadas en
ausencia y en presencia de guanina, a distintos potenciales. La linea superior continua en
azul representa el espectro teérico en la region de tension de CH, calculado a partir de las
constantes Opticas, para una monocapa 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina formada por

moléculas distribuidas al azar en una pelicula de 30 A de espesor.
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Fig. 6.9 Espectros de PM-IRRAS en la regién de 2800-3300 cm! en NaF 0.1M / D,0O para monocapas de
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbidas sobre electrodos monocristalinos de Au (111) a los

potenciales indicados en presencia (——) y ausencia (

) de guanina. Espectro teérico, calculado
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utilizando las constantes Gpticas, para una monocapa de 30 A de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina

formada por moléculas orientadas al azar (——).

Los espectros experimentales a los distintos potenciales son similares al espectro tedrico.
Ambos estan formados por cuatro sefales cuya frecuencia y asignacion se recoge en la
Tabla 2. Debido a la baja intensidad de las sefiales su posicion y su anchura fueron
bastante sensibles al procedimiento de correccion del fondo, resultando las barras de error
bastante grandes, en consecuencia los cambios en las posiciones y anchuras de las bandas

con el potencial del electrodo estan dentro del error experimental.

Tabla. 2 Frecuencias experimentales y tedricas en NaF 0.1M / D,0 para el espectro de PM-IRRAS de una
monocapa de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbidas sobre electrodos monocristalinos de Au(111)

a OOSSVSCE

Asionacién Numero de onda Numero de onda
Espectro teédrico PM-IRRAS a 0.155V vs SCE
stryCH> 2852 cm’! 2851 cm!
stryCH3 2874 cm’! 2872 cm!
str,.CH» 2921 cm’! 2925 cm!
str,.CH3 2954 cm’! 2954 cm!

(str- tension , bend- flexion s-simétrica, a-asimétrica)

Los espectros que se obtienen para la monocapa preparada en presencia de guanina se
pueden asignar de la misma manera, conforme a los datos de la tabla, pues proporcionan
seflales a las mismas frecuencias (Fig. 6.9). Sin embargo, las intensidades de estas sefiales
son menores, en todo rango de potenciales, a las obtenidas con la monocapa que no

contiene guanina.

Esta variacion de la intensidad de las sefiales con el potencial y con la presencia de
guanina debe estar relacionada con cambios en la orientacion de las cadenas acilicas. Para
cuantificar la orientacién de la bicapa se determinaron las intensidades integradas de las
bandas asociadas a los modos normales de tension simétricos y asimétricos de CH». La
intensidad integrada de una banda de IR depende del dngulo entre las direcciones del
momento dipolar de la transicién de una vibracion dada y el campo eléctrico del foton. El

vector campo eléctrico de un fotdn de luz polarizada-p es perpendicular a la superficie
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del metal. Por tanto el angulo, ©, entre la normal a la superficie y la direccion del

momento dipolar de transicién puede calcularse utilizando la siguiente ecuacién:*>%

14
cos?g ==& (1)
3A(T)

donde A, es la intensidad integrada de la banda experimental a un potencial determinado
mientras que At es la intensidad integrada de la banda tedrica calculada suponiendo una
30A de moléculas orientadas al azar. El espectro tedrico representado en la figura 6.9 en
azul, como se mencioné anteriormente, puede calcularse utilizando las constantes Opticas
del 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina utilizando el método matricial.>** La
deconvolucidn del espectro permite obtener las bandas correspondientes a cada modo de
vibracion por separado, lo que permite calcular las intensidades integradas tedricas. El

resultado de esta deconvolucion para el espectro tedrico se muestra en la figura 6.10.

2800 2850 2900 2950 3000 3050

Numero de onda / cm™

Fig. 6.10 Ejemplo de una deconvolucién de la regién de tensién de CH en cuatro bandas correspondientes
a las vibraciones simétricas, vs, y asimétricas, v, de CH> y CH3 mas dos resonancias de Fermi entre los
armonicos de los monos de vibracidn de flexion simétricos de metilo FRusCH> FRvsCH3 son las resonancias
de Fermi para el espectro de una monocapa de 30 A de espesor de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina

orientados al azar sobre la superficie de Au(111).

En la figura 6.11a se representa graficamente el dngulo entre el momento dipolar de la
transicion asociado a vsSCH2 y la normal a la superficie en funcion del potencial aplicado
al electrodo mientras que la figura 6.11b se representa el angulo que forma el momento

dipolar de la transicion asociado a v.sCHz. En ambos casos los circulos en rojo representan
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los resultados de la monocapa que contiene guanina y los negros corresponden a los de la
monocapa en ausencia de guanina. En ningin caso se observa dependencia con el
potencial. Los valores de los angulos asociados a ambas vibraciones son pricticamente
iguales dentro de los limites de las incertidumbres experimentales. Sin embargo ambos
aumentan en presencia de guanina siendo el aumento més acusado en el caso de la
vibracion de tension simétrica de CH; donde el aumento es de unos 20° mientras que para
la vibracion de tension asimétrica solamente es de unos 10°. Este comportamiento de las
monocapas respecto al potencial sugiere que en ambas situaciones, con o sin guanina, la
orientaciéon de las cadenas acilicas es independiente del potencial sin embargo la

presencia de guanina afecta claramente en su disposicidn respecto a la superficie

electrédica
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Fig. 6.11 Representacion del angulo entre el momento dipolar de la transicién y la normal al electrodo en
funcién del potencial para a) vsCH» y b) vasCH; para monocapas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina
adsorbidas sobre de Au(111) en (circulos rellenos rojos) presencia y (circulos rellenos negros) ausencia
de guanina. Se incluyen en la figura las representaciones esquematicas de las direcciones de los

momentos dipolares de la transicién asociados a vsCH, y vasCH, respectivamente

En ambas figuras se incluye también la representacion grafica de las direcciones de los
momentos dipolares de la transicién asociados a dichas vibraciones. Puede observarse
que en el caso de la vibracion de tension simétrica el momento dipolar de la transicion se
dirige a través de la bisectriz del angulo que contiene al grupo metileno, mientras que la
simétrica se encuentra a lo largo de la linea que une sus dos 4&tomos de hidrégeno. Ambos
vectores son perpendiculares entre si y, también perpendiculares a la linea que une la
cadena de hidrocarburos de fragmentos trans de la molécula completamente extendida.
Dado que estas tres direcciones son perpendiculares entre si, el conocimiento de los
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angulos 6, y 0,,,¢s permite calcular de una forma sencilla la inclinacién de las cadenas

de hidrocarburos de la monocapa, 6, utilizando la siguiente expresion:
c05%04j;; + 05205 + c05%0,4s = 1 (2)

La ecuacion (2) da un promedio de la orientacioén de los fragmentos trans de la cadena.
En principio sélo podria utilizarse cuando las cadenas hidrocarbonadas estén totalmente
extendidas como ocurre en la configuracion trans. Sin embargo, la mayoria de las veces
este método resulta util si se tiene en cuenta que se puede producir la fusién de la cadena

de hidrocarburos. %*

En la figura 6.12a se representa el angulo de inclinacion en funcion del potencial del
electrodo para monocapas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbidas sobre de
Au(111) que contienen guanina, representado por circulos rojos, y que no la contienen,

por circulos negros.
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Fig. 6.12 a) Representacion del dngulo de inclinacion de la cadena alquilica respecto a la direccién normal
al electrodo en funcion del potencial para monocapas del,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbidas
sobre de Au(111) en presencia (circulos rellenos rojos) y ausencia de guanina (circulos rellenos negros). Se

incluye en la figura la representacidon esquematica de este angulo.

Los resultados muestran que en ausencia de guanina el valor del &ngulo de inclinacion es
el mismo a todos los valores de potencial. Lo mismo ocurre cuando la guanina esta
presente. Esto confirma que las estructuras de las monocapa en ambas condiciones son
independientes del potencial. Sin embargo se observa como la presencia de guanina
provoca una disminucion en el angulo de inclinacion de unos 20° a todos los potenciales.

Esta disminucién de la inclinacion de las cadenas puede interpretarse como un aumento
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del desorden de la monocapa por la presencia de guanina, o como resultado de la adopcion
de una orientacion distinta del nucleolipido originada por la posible reorientacion del
fragmento de citosina para poder interaccionar con la guanina. Por otra parte, en los
calculos anteriores se ha supuesto el mismo recubrimiento de la superficie electrodica por
parte del nucleolipido, pero podria pensarse que cuando la monocapa se prepara en
presencia de guanina, se adsorben menos moléculas de nucleolipido, al estar la superficie
parcialmente ocupada por la fuerte tendencia de la guanina a adsorberse. La disminucién
del angulo de inclinacién por la presencia de guanina se correlaciona con la disminucioén
de la intensidad de la sefal de tension de los carbonilos de los ésteres del fragmento
lipidico del nucleolipido en la region de frecuencias menores, ya comentado. Sin
embargo, no es posible solo con los resultados espectro-electroquimicos poder decidir
entre las opciones apuntadas. Se requeriria el uso de técnicas nanoscopicas y calculos
tedricos que nos permitieran proponer modelos mas detallados de la organizacion

molecular en la superficie.
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6.3. Formacion y caracterizacion de bicapas de 1-hexanodecanotiol /
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbidas sobre electrodos de

Au(111)
6.3.1. Introduccion

Se concluy6 en el apartado anterior la posible adsorcion del fragmento de citosina del
nucleolipido sobre el electrodo cuando se preparan las monocapas en la balanza de
Langmuir por el procedimiento de transferencia Schaeffer, a pesar de que en la interfase
aire/disolucion las cadenas lipidicas deben estan dirigidas hacia la fase exterior gaseosa.
La mayor tendencia a adsorberse sobre oro de la guanina, asi como su tendencia a
interaccionar con su base complementaria hace que en las monocapas preparadas en

presencia de guanina, ésta se adsorba también sobre el electrodo.

Con el fin de impedir que el nucleolipido se adsorba a la superficie electrodica por su
grupo citosina, se ha optado por preparar bicapas mediante el uso de un derivado lipidico
que se pueda anclar quimicamente al metal electrodico y presentar su parte hidrofébica
hacia la interfase aire/disolucién en el momento de la transferencia del nucleolipido al
electrodo. Se ha elegido, a este fin el compuesto lipo-tidlico, 1-hexadecanotiol, por poseer
una cadena de longitud anéloga a la del nucleolipido en estudio. Inicialmente se protege
la superficie de Au(111) con una monocapa de 1-hexanodecanotiol, mediante la
formacion de un enlace Au-S (45 kJ mol!), antes de unir la segunda capa consistente en
el 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina por transferencia desde la interfase de la balanza
de Langmuir. Como en el caso de las monocapas, se preparan dos tipos de bicapas, segtin
que en la subfase de la balanza no exista guanina o se haya agregado dicha base
complementaria de la del nucleolipido. En la siguiente seccion se presentan los resultados
electroquimicos y espectro-electroquimicos que se han obtenido con ambos tipos de

bicapas.
6.3.2. Experimental

6.3.2.1 Formacion de bicapas insolubles

Las bicapas se prepararon formando inicialmente una primera monocapa de 1-
hexadecanotiol sumergiendo el electrodo de Au(111) en una disolucién etandlica 1mg /

ml del tiol al menos durante 12 horas a 60 = 1 °C para asegurar el recubrimiento total de
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la superficie. Para quitar cualquier material fisisorbido las muestras se aclararon primero
con etanol anhidro y después con agua y finalmente se secaron bajo una corriente de
nitrogeno. De esta forma las moléculas de tiol quedan quimisorbidas a la superficie del
electrodo de oro. Este tipo de autoensamblado aporta mayor resistencia quimica que las
monocapas formadas por transferencia Langmuir-Schaeffer . Finalmente, para acoplar la
segunda monocapa, formada por el nucleolipido, se llevd a cabo una transferencia de
Langmuir-Schaeffer, como la explicada mas arriba, desde una balanza en la que se ha

formado la monocapa de nucleolipido en la interfase aire/disolucion.

El resto de las condiciones y procedimientos experimentales se han descrito en el apartado

6.2.1 de este capitulo

6.3.3. Caracterizacion electroquimica de las bicapas de 1-hexadecanotiol
/ 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbidas sobre electrodos de

Au(111)

Se han realizado medidas de voltametria ciclica, y capacidad diferencial para describir las
caracteristicas de las bicapas preparadas en diferentes condiciones experimentales
(ausencia y presencia de guanina) sobre electrodos monocristalinos de Au(111) y poder
determinar su estabilidad en funcién del potencial. En la figura 6.13a se muestra la
voltametria ciclica de los dos tipos de bicapas (preparadas en presencia y en ausencia de
guanina) mientras que en la figura 6.13b se muestran los resultados correspondientes a
las curvas de capacidad diferencial. Se observa que en ambos casos las bicapas son
estables en la regién de potenciales entre 0.45V vs SCE y -1Vvs SCE. A potenciales mas
negativos que -1V vs SCE la capacidad empieza a aumentar exponencialmente indicando
que a este valor de potencial la bicapa se desorbe quedando el electrodo sin recubrir.
Finalmente en ambos casos se obtienen buenos valores del minimo de capacidad
diferencial; 0.85 pFcm™ en ausencia de guanina y 0.98 uFcm™ cuando la guanina esti
presente. Estos resultados indican que las bicapas son estables y sin muchos defectos,

aproximéandose ademés su valor al de las membranas biolégicas ~ 1 uFem™.
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Fig. 6.13 a) Voltagramas de la regién capacitativa y b) curvas de capacidad diferencial del Au(111) en
presencia una bicapa de bicapas de 1-hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina presencia (—

—) y ausencia (——) de guanina potenciales bajos (---).Velocidad de barrido 20 mV/s.

6.3.4. Espectros PM-IRRA de los electrodos recubiertos de bicapas de 1-
hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbidas sobre

electrodos de Au(111)

Las sefiales caracteristicas de la absorcion-reflexion en el IR de una bicapa de 1-
hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina, en presencia y ausencia de
guanina, adsorbida sobre electrodos monocristalinos de Au(111) pueden discutirse en dos
partes en funcion de las posiciones de las bandas asociadas al lipido y al grupo citosina

del nucleolipido.
6.3.4.1. Region 1300-1800 cm™! de los espectros PM-IRRA de las bicapas

En la figura 6.14 se muestra el espectro de PM-IRRAS entre 1300-1800 cm™ para
electrodos monocristalinos de oro recubiertos con bicapas de 1-hexadecanotiol / 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina a 0.055V vs SCE y se compara con los espectros de
transmision del nucleolipido y de la citosina y con el espectro de la monocapa. Puede
observarse como las sefales correspondientes a modos de vibracion del fragmento de
citosina son en el caso de la bicapa coincidentes con el espectro de transmision del
nucleolipido. Asi, la sefial intensa a 1656 cm! y la de 1615 cm’! asignadas a las
vibraciones de tension del carbonilo y de anillo del fragmento de citosina (Tabla 3),

aparece a la misma frecuencia que en el espectro de transmision del nucleolipido,
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contrariamente a lo observado en el caso de la monocapa de nucleolipido, que se
desplazan hacia frecuencias mas bajas. Lo mismo puede decirse de la sefial a 1506 cm™,
que en el espectro de la monocapa aparece desplazada hacia el rojo y en el de la bicapa
aparece a la misma frecuencia que en el espectro de transmisioén. Se puede, por tanto

concluir que el fragmento de citosina no participa en la interaccion con el electrodo.

1800 1650 1500
, -1
Numero de onda / cm

Fig. 6.14 Espectros PM-IRRA en la region de 1300-1800 cm™! NaF 0.1M / D,O de bicapas de 1-
hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina (——) adsorbidas sobre electrodos monocristalinos
de Au(111) a 0.055V vs SCE, y de una monocapa de / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina (- - -).
Espectros de ATR-SEIRA, en la region entre 1300-1800 cm!, para la citosina adsorbida sobre peliculas

nano-estructuradas de oro desde disoluciones 1 mM de citosina en H>O, a 0.5V vs SCE (- - -)

En la figura 6.15 se presentan los espectros PM-IRRA en esta misma region espectral a
los distintos potenciales. La mayoria de las sefiales no sufren desplazamientos
significativos al modificar el potencial. Sin embargo las intensidades de las sefiales a 1658

cm™! y las de 1535-1507 cm! relacionadas con vibraciones del fragmento citidinico
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disminuyen ligeramente su intensidad a medida que aumenta el potencial lo que podria
indicar la adopcién de una inclinacion distinta respecto a la superficie del electrodo del

fragmento de citosina a los potenciales mas altos.
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Fig. 6.15 Espectros de PM-IRRA en la region de tension de 2800-300 cm™! en NaF 0.1M / D,O de
monocapa de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbidas sobre electrodos monocristalinos de

Au(111) a los potenciales indicados.

En la figura 6.16 se comparan los espectros de PM-IRRA en la regién 1300-1800 cm™
para bicapas de 1-hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina preparadas en
ausencia y en presencia de guanina a 0.055V vs SCE. Se ha incluido también el espectro
ATR-SEIRA de la guanina adsorbida sobre electrodos de oro, asi como el espectro PM-

IRRAS de la monocapa preparada en presencia de guanina.
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Fig. 6.16 Espectros de PM-IRRA de la region 1300-1800 cm™ en NaF 0.1M / D,O para bicapas de 1-
hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina en presencia (linea continua roja) y en ausencia
(linea continua negra) de guanina adsorbidas sobre electrodos monocristalinos de Au(111) a 0.055 Vsck.
Se incluye el espectro PM-IRRA correspondiente a la monocapa en presencia de guanina (linea azul

discontinua) y el espectro ATR_SEIRA de la guanina adsorbida sobre oro (linea rosa discontinua).

La comparacion en esta region espectral de los espectros de las bicapas preparadas en
ausencia y en presencia de guanina permite observar los mismos cambios ya comentados
en el caso de las monocapas de desaparicion de las sefiales de los modos de vibracion del
fragmento de citosina y la disminucién de intensidad de la sefial de los carbonilos de los
fragmentos lipidicos del nucleolipido Al igual que en el caso de las monocapas, se puede

pensar en que el fragmento de citosina adopta una orientaciéon mas plana respecto al

electrodo, probablemente para interaccionar con la guanina.
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Por otra parte, la comparacion entre los espectros de las bicapas y los de las monocapas
preparadas ambas en presencia de guanina, permite observar un cambio significativo en
el caso de las bicapas, consistente en la desaparicion de la sefial intensa de tension del
carbonilo de la guanina, aunque si estan presentes las sefiales algo méas débiles en torno a
1560 cm’!, que se asignaron a vibraciones CN del anillo de guanina. Estos hechos
sugieren que la guanina no se adsorbe sobre el electrodo, sino que estaria interaccionando
con la citosina de la parte exterior (hacia la disolucion) de la bicapa, interaccionando por
puentes de hidrogeno en los que participa su grupo carbonilo. La interacciéon con la
citosina, debe propiciar la adopciéon de una orientaciéon plana de la citosina y cierta

inclinacion del plano molecular de la guanina, respecto a la superficie del electrodo.

En la figura 6.17 se comparan los espectros de PM-IRRAS a algunos potenciales desde -
1.245VscE hasta 0.055Vscg para la bicapa 1-hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-

3-citidina en presencia y en ausencia de guanina.
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Fig. 6.17 Espectros de PM-IRRAS en NaF 0.1M / D,O para bicapas de 1-hexadecanotiol / 1,2-

dipalmitoil-sn-glicero-3-citidinaen presencia (——) y en ausencia (

) de guanina adsorbidas sobre
electrodos monocristalinos de Au(111) a los potenciales indicados referidos al electrodo saturado de

calomelanos. Region del espectro comprendida entre 1800-1450cm.
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Las sefiales observadas a todos los potenciales son las mismas esperandose por tanto que
las interacciones sean independientes del potencial. No se observan ademas aumentos ni
desplazamientos significativos de las sefiales con el potencial por tanto la orientacién de
la bicapa en presencia de guanina respecto al electrodo no se ve afectada por cambios en
el potencial manteniéndose siempre constante. Sin embargo a todos los potenciales las
senales son de menor intensidad que las obtenidas en el caso de la bicapa en ausencia de
guanina por lo que se espera que la guanina provoque que los grupos asociados a estos
modos normales de vibraciéon adquieran una disposicién mas paralela respecto al
electrodo en toda la regién de potenciales, tal y como se discutié previamente para el

potencial de 0.055V vs CE.

6.3.4.2 Region 2800-3300 cm-1 de los espectros de las bicapas preparadas en

ausencia y en presencia de guanina

La figura 6.18 muestra los espectros en la regién de 2800-3300 cm™ de bicapas 1-
hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbidas sobre electrodos
monocristalinos de Au(111). La linea superior continua en azul representa el espectro
tedrico en la region de tension de CH, calculado a partir de las constantes Opticas, para
una bicapa de I-hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina formada por
moléculas distribuidas al azar en una pelicula de 55 A de espesor. Las curvas restantes en
la figura 6.18 representan los espectros de PM-IRRAS para una bicapa experimental de
1-hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbida sobre electrodos

monocristalinos de Au(111) a los potenciales indicados.
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Fig. 6.18 Espectros de PM-IRRA en la region de tensiéon de CH en NaF 0.1M / D>O para bicapas de 1-
hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina adsorbidas sobre electrodos monocristalinos de

Au(111) a los potenciales indicados referidos al electrodo de calomelanos. La linea superior azul
representa el espectro tedrico, calculado utilizando las constantes Opticas, para una bicapa de 55 A de 1-

hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina formada por moléculas orientadas al azar.

Se puede observar que los espectros experimentales son similares al tedrico. Se observan
cuatro sefiales correspondientes a los modos normales de vibracidon de tensidn simétricos
y asimétricos de CH» a 2857 y 2934 cm’! respectivamente mientras que las otras dos
sefiales a 2873 y 2960 cm™! se asocian con los modos normales de vibracién simétrico y
asimétrico respectivamente del grupo metilo. Las sefales a 2857 y a 2934, no obstante
estan desplazados algo hacia el rojo en los espectros de las bicapas experimentales. No
obstante hay que destacar que debido a la baja intensidad de las sefiales su posicion y su
anchura fueron bastante sensibles al procedimiento de correccioén del fondo, resultando
las barras de error bastante grandes, en consecuencia los cambios en las posiciones y

anchuras de las bandas con el potencial del electrodo estan dentro del error experimental.
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En la figura 6.19 se observa que al afiadir guanina al medio las sefiales asociadas a los
modos normales de vibracién de tensidn simétricos para los grupos metilo y metileno no
sufren modificaciones apreciables respecto a la situacidn sin guanina. Sin embargo las
seflales asociadas a los modos normales de vibracion asimétricos de estos grupos
disminuyen su intensidad en presencia de guanina en todo rango de potenciales cuando
la bicapa esta adsorbida lo que sugiere que la cadena acilica se dispone mas paralela al

electrodo en presencia de guanina.
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Fig. 6.19Espectros de PM-IRRA en la region de tensiéon de CH en NaF 0.1M / D,O para bicapas de 1-
hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina en presencia (linea roja) y en ausencia (linea negra)

de guanina adsorbidas sobre electrodos monocristalinos de Au(111) a los potenciales indicados.

De nuevo para cuantificar la orientacion de las cadenas acilicas en la bicapa se
determinaron las intensidades integradas de las bandas asociadas a los modos normales
de tensioén simétricos y asimétricos de CH, tal como se realiz6 en el caso de las
monocapas. En la figura 6.20 se muestra la deconvolucién del espectro tedrico obtenido
a partir de las constantes Opticas del 1-hexadecanotiol y del 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-

citidina utilizando el método matricial. Los valores de las intensidades integrados de las
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sefales asociadas a los modos normales de vibracién de tension simétrica y asimétrica de

CH: proporcionan los datos tedricos a los que se hace referencia en la ecuacion (1).
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Fig. 6.20 Ejemplo de una deconvolucién de la region de tensiéon de CH en cuatro bandas
correspondientes a las vibraciones simétricas, vs, y asimétricas, vas, de CH, y CH3 mas dos resonancias de
Fermi entre los arménicos de los modos de vibracion de flexién simétricos de metilo FR3,CH3 y los de
tension de metileno FRu;CHo para el espectro de una bicapa de 55 Ade espesor de 1-hexadecanotiol /

1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina orientados al azar sobre la superficie de Au(111).

Los angulos del momento de la transiciéon vsCH> y el del momento de la transicién a
vsCH: frente a la normal a la superficie, se han representado en las figuras 6.21a 'y 6.21b,
respectivamente, en funcién del potencial. En ambos casos los circulos rojos representan
los resultados en presencia de guanina y los negros en ausencia de guanina. No se observa
en ninguno de los casos dependencia de los &ngulos con el potencial, dentro de los limites
de las incertidumbres experimentales (son mayores en el caso de la vibracion de tension
simétrica). Se observa, ademds que en las bicapas preparadas en presencia de guanina
aumenta levemente el 4ngulo asociado con el modo de vibracidn de tension asimétrico de
metileno mientras que disminuye en mayor medida el dngulo relacionado con el modo
normal de vibracidn simétrico. Estos cambios indican que en ambos casos, en ausencia o
presencia de guanina, la orientacion de las cadenas acilicas de la bicapa es independiente
del potencial, pero que la presencia de guanina en la bicapa afecta en cierta medida a la

disposicion de las cadenas acilicas.
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Fig. 6.21 Representacion del dngulo entre el momento dipolar de la transicién y la normal al electrodo en
funcién del potencial para a) vsCH» y b) vasCH; para bicapas de 1-hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-citidina adsorbidas sobre de Au(111) en (circulos rellenos rojos) presencia y (circulos rellenos

negros) ausencia de guanina. Se incluyen en la figura las representaciones esquematicas de las direcciones

de los momentos dipolares de la transicion asociados a v'sSCH» y vasCH, respectivamente

En ambas figuras se incluye también la representacion grafica de las direcciones de los
momentos dipolares de la transicién asociados a dichas vibraciones, que de nuevo son
perpendiculares entre si y, a su vez, perpendiculares a la linea que une la cadena de
hidrocarburos de fragmentos trans de la molécula completamente extendida. Por tanto

para calcular la inclinacién de la cadena acilica de la monocapa, Bxir, se utiliza la ecuacién

(2).

En la figura 6.22a se representa el angulo de inclinacién en funcién del potencial del
electrodo para bicapas de I1-hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina
adsorbidas sobre de Au(111) en presencia de guanina representado por circulos rojos y

sin guanina por circulos negros.
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Fig. 6.22 a) Representacion del dngulo de inclinacién de la cadena bicapa respecto al plano normal al
electrodo en funcién del potencial para bicapas de 1-hexadecanotiol / 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina
adsorbidas sobre de Au(111) en (circulos rellenos rojos) presencia y (circulos rellenos negros) ausencia

de guanina. Se incluyen en la figura las representaciones esquematicas de este angulo

Los resultados muestran que efectivamente en el caso de los dos tipos de bicapas el angulo
de inclinacion de las cadenas es independiente del potencial, con valores entre 35 y 40°
para las bicapas sin guanina y con guanina, respectivamente. La presencia de guanina en
las bicapas provoca un ligero aumento en el angulo de inclinacion de unos 5° a todos los
potenciales, que podria estar relacionado con un ligero cambio en la orientacion de las
cadenas que faciliten las interacciones guanina-citosina en la parte exterior de la bicapa.
Sin embargo, ambos valores estan en torno a los valores habituales encontrados en el caso

de estructuras lipidicas autoorganizadas.
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6.4 Conclusiones

Se ha utilizado un método espectro electroquimico combinando las técnicas
electroquimicas convencionales con la técnica de infrarrojos de modalidad PM-IRRAS
para estudiar la estabilidad de monocapas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina

adsorbidas sobre electrodos Au(111), preparadas en la balanza de Langmuir.

- Las medidas electroquimicas confirmaron que se obtenian monocapas estables de 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina en un rango relativamente amplio de potenciales, pero
con valores de capacidad diferencial altos en comparacién con los valores esperados para
una monocapa del espesor, lo que indica cierto grado de desorden en las condiciones de

las medidas electroquimicas.

- Los datos espectroscopicos de PM-IRRAS en la regién 1400-1800 cm™ permitieron
concluir que el nucleolipido se une a la superficie electrédica a través del fragmento de
citosina, ya que muestran sefiales activas de los modos correspondientes a este fragmento,
a frecuencias desplazadas con respecto al espectro de transmision del nucleolipido. Por
otra parte, se concluye la presencia de guanina adsorbida sobre el electrodo en las
monocapas preparadas en presencia de guanina, debido a que los espectros de las
monocapas adsorbidas sobre oro muestran las sefiales de tensidn de caracteristicas en esta
region de la guanina adsorbida. Por el contrario, la desaparicién de las sefiales de los
modos de tension de la citosina en el caso de las monocapas preparadas en presencia de
guanina, no se ha interpretado como debida a la desorcién de la citosina, sino mas bien
como una reorientaciéon hacia una disposicién més plana respecto a la superficie del
electrodo, como en el caso de las coadsorciones guanina-citosina de las bases sobre
electrodos de oro, estudiadas en el capitulo 5. La reorientacion del fragmento de la
citosina del nucleolipido lleva asociado un cambio también en la inclinacién de las
cadenas lipidicas del mismo, lo que se manifiesta en la disminucién de las intensidades

de las senales de tension de los carbonilos de los ésteres de las cadenas acilicas.

- El andlisis de las sefales en la region de altas frecuencias de los espectros PM-IRRAS
de las monocapas permitié calcular los 4ngulos de inclinacion de las cadenas acilicas en
el caso de los dos tipos de monocapas y confirmar asi el cambio en la organizacion de la

parte lipidica del nucleolipido que origina la presencia de guanina adsorbida sobre el
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electrodo, ya que induce un aumento del angulo de inclinacién de las cadenas en torno a

unos 20°.

- El estudio de las caracteristicas espectroscOpicas de ambas regiones en funcién del
potencial aplicado al electrodo, permiten concluir que los dos tipos de monocapas
presentan caracteristicas practicamente independientes del potencial en el rango de

potenciales en los que son estables.

- Con el fin de exponer el fragmento de citosina del nucleolipido hacia la disolucién, se
prepararon bicapas, de manera que inicialmente se protege la superficie del electrodo con
una monocapa de 1-hexadecanotiol, por inmersion, y después se prepara la segunda capa
de nucleolipido en la balanza de Langmuir en ausencia y en presencia de guanina. Las
bicapas asi preparadas se caracterizaron electroquimicamente y se establecid el rango de
potenciales en los que el electrodo de oro modificado con ellas era estable. Los valores
de capacidad diferencial que se obtuvieron concordaron con los esperados para una bicapa

lipidica, lo que indica una mejor organizacion que en el caso de las monocapas.

- El estudio comparativo de los espectros PM-IRRAS en la regién de bajas frecuencias
ha permitido concluir que el fragmento de citosina no se adsorbe sobre el electrodo, sino
que por el contrario estd dirigido hacia la parte externa de la bicapa. No obstante, los
espectros de las bicapas preparadas en ausencia de guanina presentan sefiales activas,
caracteristicas de las vibraciones de la citosina en esta region, coincidentes en frecuencia
con las de los espectros de transmision del nucleolipido, que indican una orientacidén

inclinada del fragmento de citosina , con respecto a la superficie electrodica.

- Los espectros PM-IRRAS en la region de bajas frecuencias, de las bicapas preparadas
en presencia de guanina, muestran la inclusion de la guanina en la estructura de la bicapa,
pero sin interaccionar con el metal. Se concluye, por el contrario la interaccion con la
citosina de la parte externa de la bicapa, al menos a través del carbonilo de la guanina,
que resulta inactivo en el espectro como consecuencia. La interaccion de la guanina con
el fragmento de citosina de la capa de nucleolipido induce, igualmente una reorganizacioén
de la misma hacia una disposicion mas plana de la citosina, lo que lleva a la desaparicion

de las sefiales de las vibraciones caracteristicas de la citosina en esta region del espectro.

- Los espectros PM-IRRAS en la regiéon de altas frecuencias han confirmado dicha

reorganizacion. El andlisis de las intensidades de las sefiales caracteristicas de tension CH
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de las cadenas acilicas en esta region ha permitido calcular los 4ngulos de inclinacién de
dichas cadenas en el caso de los dos tipos de bicapas. Se han encontrado valores unos 10°
mayores en las bicapas que contienen guanina, pero ambos valores estin proximos a los

que se obtienen en las estructuras lipidicas autoorganizadas sobre electrodos.

- Se concluye por todo ello las posibilidades de reconocimiento molecular tanto de las
monocapas como de las bicapas. La presencia de guanina induce cambios significativos
en los espectros IR, con la desaparicion o aparicidon de sefales intensas a frecuencias
caracteristicas. Sin embargo, las posibilidades para el reconocimiento de la presencia de
guanina en una disolucién deben ser mayores para el caso de las bicapas, debido a la

orientacion del fragmento de citosina en la parte exterior de la pelicula adsorbida.
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7.1 Conclusions

The first part of this thesis has covered the study of the individual adsorption of DNA
bases on gold electrodes and the co-adsorption of complementary bases by a
combination of electrochemical and “in situ” spectroscopic methods with the support of

DFT calculations. The main conclusions obtained are:
Regarding to the adsorption of adenine on gold electrodes from basic solutions

- The in-situ FT-IRRAS experiments in basic DO solutions, at pH values
significantly higher than the pKa> of adenine, have revealed the adsorption of the
anionic adenine form, AdD>’, with somewhat different spectral characteristics
than those of the uncharged adenine form, AdDs. The intense ring-stretching
band in the spectral region 1600-1650 cm™ for the anionic form is red-shifted
with respect to the corresponding signal for AdD3 and is more intense and
narrower.

- The high resolution and sensitivity of the ATR-SEIRAS experiments allows the
deconvolution of the mixed bands due to the ring stretching signals of the two
co-adsorbed adenine forms from solutions with pH values ranging from 8 to 11.
From the relative normalized area of the two signals resulting from the
deconvolution the pKa, value of adsorbed adenine was determined. The
obtained value of 9.8 is the same as that reported for adenine in solution,
independently of the adsorption potential. This result confirms the model
previously proposed for adenine adsorption on gold electrodes, in which the
atoms involved in the bonding with the metal are the nitrogen of the amino
group, N1, and the nitrogen N1 (or N7) of the ring, but not the nitrogen Ny of the
ring, which is involved in the second acid-base equilibrium of adenine.

- The comparison of the spectra obtained in H,O solutions at pH values ranging
from 1 to 11 shows that co-adsorption of water molecules of the supporting

electrolyte take place only in acid media.
Regarding to the adsorption of thymine on gold electrodes

- -ATR-SEIRA in situ spectroelectrochemical experiments of adsorbed thymine at
pH 1, 7 and 12 in DO and H>O media have allowed us to analyse the

tautomerism of the adsorbed thymine anionic forms as a function of pH. The
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comparison of the spectra recorded at high potentials in the chemisorption
regions with the respective spectra of thymine in solution at different pHs
indicates that the species adsorbed from acid and neutral media are others than
the neutral thymine form existing in solution at pH bellow the pK. value.
Deprotonation of thymine coupled to the adsorption process is then concluded,
based also on experimental electrochemical evidences even at pH values very
much bellow the pK, value. The resulting anionic thymine forms can be the N
and/or the N3 tautomers.

- -The assignment of the signals in the 1300-1800 cm™ spectral region in the light
of DFT calculations for the individual deuterated and non-deuterated molecules
and for the same adsorbed molecules on gold surfaces indicate that the N3
tautomer is the predominant adsorbed species in acid media while the adsorbed
N; tautomer predominates in the adsorption from basic media, but both species
can be distinguished in the adsorption at pH 7.

- -The influence of the electric field on the orientations and interaction sites of the
adsorbed molecules with the metal have been inferred from the analysis of the
relative intensities of the characteristic CH stretching signals in the 2800-3300
cm’! spectral region. It is concluded that the N3 tautomer molecule probably
rotates modifying the interaction sites from only the C>O group at low potentials
in the chemisorption region to include also the N3 atom and the C4O group as the
potential is increased to finally adopt the chemically more stable configuration
and the most favourable alignment of the permanent dipole moment of the
molecule with the electric field. However, the N1 tautomer molecule probably
interacts with the metal in all the adsorption potential region by the N atom and
the C40O group, in accordance with the most stable configuration provided by the
calculations and also with the electrostatic interactions with the electric field, as
the permanent dipole moment of the molecules is almost aligned with the
electric field in this configuration. Only slight rotations of the molecular plane
with the electric potential are proposed.

Regarding the co-adsorption of adenine and thymine on gold electrodes

- -The effects of the presence of the complementary base on the adsorption of
adenine and thymine has been studied at three pH values, 1, 7 and 11.6, by

voltammertic and in situ ATR-SEIRAS measurements.
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- -The analysis of the voltammetric results and the “in situ” ATR-SEIRA spectra
of adsorbed thymine in the absence and in the presence of adenine permits to
conclude that the adsorbed thymine changes its orientation relative to the
electrode , from normal to parallel, when a small concentration of adenine is
present in solution.

- -The ATR-SEIRAS bands of adsorbed adenine exhibit an enhancement in the
presence of co-adsorbed thymine. This amplification suggests that adenine
adopts a more upright orientation of the molecular plane. However, to explain
quantitatively the enhancement of the signals of adsorbed adenine it is necessary
to consider that the surface excess of adenine increases when thymine is co-
adsorbed.

- -These effects on the spectra of both bases when they are co-adsorbed are
similar at the three pHs investigated. However the enhancement of the ATR-
SEIRAS signals of adorbed adenine in the presence of thymine is clearly higher
at neutral pH values.

- -The comparison of the NH stretching spectral bands of adsorbed adenine, in the
2800-3900 cm! sepctral region in non-deuterated media , before and after the
addition of thymine, permited to conclude that the amine group of adsorbed
adenine does not participate in the interactions with co-adsorbed thymine. On
the contrary, a Testaking (of the type edge-to-face) and/or a dipole-dipole
interactions between co-adsorbed adenine and thymine are proposed to explain

the long range organisation induced by the co-adsorption of both bases.
Regarding the Kinetics of adenine adsorption on gold Au(111) electrodes by EIS.

- The Electrochemical Impedance Spectroscopy has been applied to the study of
the adsorption kinetics of adenine on gold Au(111) electrodes at pH values of 1,
7 and 11.6. The analysis of the impedance behaviour with the frequency has
been performed on the bases of the of the modified model of Frumkin and
Melik-Gaikazyan, without any “a priori” assumption about the isotherm that
applies to the adsorption process or about the potential dependence of the
adsorption rate constant. The analysis with the frequency according to this
model provides as a function of the dc potential the values of four frequency
independent parameters, Rad, Cad, R4, 044, C4q and Cg;, that contain the kinetic

and thermodynamic information of the process.
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To analyse the results in acid media, were the adsorption of neutral adenine
(AH3) involves a previous deprotonation of the cationic adenine (AdH4"), the
impedance equations for an adsorption process that includes a preceding
chemical step have been deduced. These equations imply in many situations a
frequency dependence that differs from the case of the pure adsorption process.
The differences depend on the value of the equilibrium constant of the chemical
step, Kc. This value should be lower than 100 in order to detect the different
behaviours. For low K. values, two limiting cases provide the same frequency
dependence than the pure adsorption process: the high frequency and the low
frequency limits that can be obtained with low or high values for the rate
constant of the chemical step, k., respectively. The high frequency limit does not
provide any information concerning the chemical step, but the low frequency
limit includes K. and k. in apparent Warburg and adsorption resistance

parameters.

The Nyquist plots are very useful in order to detect the presence of the chemical
step as they may change from the expected semicircles, "depressed” semicircles

or "distorted" semicircles for the pure adsorption process.

The Nyquist plot obtained at a representative potential for adenine adsorption on
Au(111) electrodes from 0.1M HCIO4 0.1M solutions shows a frequency
behaviour identical to the case of a pure adsorption process. The real interfacial
capacitance component data can be fitted to the low frequency case providing
apparent Warburg coefficient. The comparison of these values to the
corresponding Warburg coefficient obtained for the adsorption from neutral
solutions where the chemical step is absent, allows us to obtain the equilibrium

constant for the chemical step in acid solutions.

The frequency independent parameters allow us to calculate the relaxation times
of adsorption and diffusion, and the specific rate of the adsorption process. From
the relaxation times a mixed kinetic control by diffusion and by adsorption
activation is inferred for the adsorption from solutions of pH 1 and 12, but a
somewhat higher kinetic control by diffusion in the case of the adsorption from
solutions of pH 7.5. The potential dependence of the specific adsorption rate is

explained as the result of the combined potential dependence of a Frumkin type
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adsorption isotherm with an attractive interaction parameter and a Butler-
Volmer potential dependence type for adsorption rate constant. This potential
dependence justifies the higher values obtained for the specific rate of
adsorption at pH 1 as compared to the values obtained at pH 7.5, as the
equilibrium of the preceding chemical step shifts the adsorption process to
higher potentials. The lower values obtained for the specific rate of adsorption
at pH 12 suggest a lower value for the interaction parameter of the
corresponding Frumkin isotherm for the adsorption of anionic adenine as

compared to neutral adenine form.

Regarding the adsorption of cytosine and guanine and their co-adsorption on gold

electrodes.

Cyclic voltrammetry and ATR-SEIRA spectroscopy have been combined to study the
individual adsorption of cytosine and guanine on gold electrodes and their co-adsorption
at three different pH values: 1, 6-8 and 11.6. For the analysis of the experimental results

some DFT calculations have been performed.

- -The ATR-SEIRAS results of the adsorption of cytosine on gold, and their
comparison to the transmission spectra in the same conditions, permit to
conclude that the neutral cytosine adsorbs on gold with the molecular plane
inclined or normal relative to the electrode at the three pHs investigated.

- -The assignation of the spectral bands of adsorbed cytosine in the 1300-1800
cm’! spectral region has been performed in the basis of DFT calculations of the
adsorbed molecule over a 19 gold atoms cluster.

- -At pH 8 the ATR-SEIRAS band at c.a. 1650 cm™' can be deconvoluted in two
individual bands, that exhibit each other opposite behavior with the potential.
This fact suggests that at low potentials a different form cytosine is adsorbed on
the electrode thant at high potentials. This form may be a different tautomer of
neutral cytosine or the cytosine with a different protonation degree.

- -The “in-situ” ATR-SEIRAS in the 2800-3900 cm-' region show that the
asdorption of cytosine on gold electrodes involves the desorption of water
molecules previously adsorbed.

- -Electrochemical ATR-SEIRAS results of adsorbed guanine on gold electrodes

showed that the neutral molecule is adsorbed at acid and neutral pHs, but the
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anionic deprotonated species is adsorbed from solutions with pHs higher than
pKa2 (9.6).

- -The comparison of the adsorbed ATR-SEIRA signals with the transmission
spectra indicate that neutral guanine adsorbs with the CsO and the nitrogen N7
towards the electrode surface (pH 1 and pH 8). However the anionic guanine
adsorbs oriented with CsO, NH; and N7 towards the electrode. Both orientations
involve a stabilizing interaction between the permanent dipole of the molecule
and the electric field close to the electrode.

- -The ATR-SEIRAS of adsorbed guanine in the 3000-3600 cm™ region show the
presence of OH signals originated by the coadsorbed water.

- -The ATR-SEIRAS of co-adsorbed cytosine and guanine on gold electrodes
indicate that the coadsorption originates changes in the orientation of both bases
as compared with the individual adsorption at pH values of 1, 7.5 and 11.6. The
presence of guanine originates the elimination of the adsorbed cytosine bands,
indicating that this molecule adopts a planar orientation relative to the electrode.
On the contrary, the signals corresponding to adsorbed guanine exhibit an
enhancement in the presence of co-adsorbed cytosine, that can be caused by an
increase in the surface excess and/or the inclination angle of the molecular
plane.

- -The analysis of the ATR-SEIRAS signals of co-adsorbed cytosine and guanine
in the 2800-3900 cm™!, corresponding to the NH and NH; stretching vibrations
of guanine, and the comparison with the same region for adsorbed guanine in the
absence of cytosine permit to discard the participation of these molecular
fragments in hydrogen bonding interactions between coadsorbed complementary
bases. As in the case of co-adsorbed adenine and thymine another kind of
interaction must be involved. According to the reorientation of the bases, an

“edge to face” Trinteraction is proposed.

Regarding the electrochemical and PM-IRRAS study of the Au(111) electrodes
modified with monolayers of 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-cytidine in the presence

and in the absence of guanine.

- Electrochemical measurements with monolayers of 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-
3-cytidine confirmed that the films are stable in a wide range of potentials,

although with a moderate degree of disorder.
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- The PM-IRRA spectroscopic data in the 1400-1800 cm™ region suggest that
the nucleolipid interacts with the gold electrode surface by the cytidine
fragment, as the characteristic bands of adsorbed cytosine can be observed, with
different wavenumber as compared to the nucleolipid transmission spectrum.

- In the presence of guanine the nucleolipid monolayer supported on gold does
not show the adsorbed cytosine signals, and the signals characteristic of
adsorbed guanine on gold can be observed, indicating that guanine is adsorbed
on the electrode.

- The analysis of the CH; stretching signals of the alkyl chain of the nucleolipid
provided the tilt angle of the chains relative to the normal direction to the
electrode. Within the stability region, the electrode potential does not affect the
tilt angle, but the presence of guanine in the monolayer assembly originates an

increase of 20° in the inclination of the alkyl chains.

Regarding the electrochemical and PM-IRRAS study of the Au(111) electrodes
modified with bilayers of hexadecanethiol / 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-cytidine in

the presence and in the absence of guanine.

- Tethered bilayers of hexadecanethiol / 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-cytidine
were prepared on Au(111) electrodes by the self-assembly of a hexadecanothiol
monolayer on clean Au(111), followed by the Langmuir-Schaeffer transfer of a
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-cytidine monolayer, in the absence and in the
presence of guanine.

- The electrochemical characterization of the bilayers provided the potential
window at which the bilayer is stable and the minimum pseudocapacitance
value, close to the expected for a compact bilayer.

- The comparison of the PM-IRRA spectra of the bilayer in the absence of
guanine in the 1300-1800 cm™ region with the transmission spectrum of the
nucleolipid and the ATR-SEIRA spectrum of adsorbed cytosine on gold,
permitted to conclude than the cytidine fragment of the nucleolipid is not
oriented towards the electrode, but it is oriented towards the electrolyte solution,

with some degree of inclination relative to the electrode surface.
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- The PM-IRRA spectra of the bilayer in the presence of guanine in the 1300-
1800 cm™! region show the presence of guanine in the bilayer, but without the
interaction with the electrode surface. The signals of the cytosine fragment of
the nucleolipid disappear, indicating that the interaction with guanine originates
a planar orientation of the fragment. The characteristic CO band of guanine is
not present in the spectrum, so it must be involved in the guanine-cytosine
fragment interactions.

- The analysis of the CHa stretching signals provided the tilt angles of the alkyl
chains. In the presence of guanine an increase of c.a. 10 degrees is found as
compared to the angles in the absence of guanine.

- The potential capability of the bilayers for molecular recognition is higher that

the monolayers, because of the surface protection effect of the thiol layer.

270



7.2 Conclusiones

La primera parte de esta tesis abarca el estudio de la adsorciéon de las bases del ADN y
la co-adsorcion de las bases complementarias combinando la electroquimica y métodos
espectroscopicos con cdlculos tedricos DFT. Se han obtenido las siguientes

conclusiones:

Respecto a la adsorcion de adenina sobre electrodos de oro a partir de soluciones

basicas

- Los experimentos de FT-IRRAS in-situ en disoluciones basicas de D>O a
valores de pH significativamente superiores al pKa> de la adenina han puesto de
manifiesto la adsorcién de la forma anidnica de la adenina AdD>", que presenta
caracteristicas espectrales algo diferentes a las de la forma neutra, AdDs. Para la
forma anionica la intensidad de la banda correspondiente a la vibracién de anillo
en la regién 1600-1650 cm™! se desplaza hacia el rojo aumenta su intensidad y se
hace mas estrecha

- La alta resolucion y la sensibilidad de los experimentos de ATR-SEIRAS
permite deconvolucionar las bandas mixtas debido a las sefiales de vibracion de
anillo de las dos formas de adenina co-adsorbidas a partir de soluciones con
valores de pH comprendidos entre 8 y 11. El valor obtenido de 9.8 es el mismo
que el indicado para la adenina en disolucion independientemente del potencial
de adsorcion. Este resultado confirma el modelo previamente propuesto para la
adsorcién de adenina sobre electrodos de oro, en el que los atomos involucrados
en la union con el metal son el nitrogeno del grupo amino Njo y el nitr6geno N
(o N7), pero no el nitrégeno No del anillo que estd implicado en el segundo
equilibrio acido base de la adenina.

- La comparacién de los espectros obtenidos en disolucion de H>O a valores de
pH comprendidos entre 1 y 11 muestran que la co-adsorcion de las moléculas de

agua del electrolito soporte tiene lugar solo en medio acido
Respecto a la adsorcion de timina sobre electrodos de oro

- Los experimentos espectroelectroquimicos de ATR-SEIRAS para la citosina
adsorbida a pH 1, 7 y 12 en H2O y D20 nos han permitido analizar en funcion

del pH la estabilidad de los tautomeros de la timina desprotonada en estado
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adsorbido. La comparacién de los espectros a potenciales altos en la regién de
quimisorcion con los respectivos espectros de transmision en disolucién a los
tres valores de pH indica que las especies en medios 4cidos y neutros son otras
que la timina neutra que existe en disolucién a valores de pH por debajo del
pKa. Se concluye que la timina debe desprononarse para adsporberse también en
base a evidencias electroquimicas incluso a valores de pH muy por debajo del
valor de pK. Las formas de timina anidnicas resultantes pueden ser los
tautdmeros N y/o Ns.

La asignacion de los espectros en la region 1300-1800 cm™! se ha realizado sobre
la base de calculos tedricos DFT para las moléculas deuteradas y no deuteradas
en disoluciéon y para las mismas moléculas adsorbidas sobre superficies
electrodicas de oro, indican que el tautomero desprotonado en N3 de la timina se
adsorbe en medio acido, mientras que el desprotonado en N; se adsorbe en
medio basico. Y ambos coexisten adsorbidos a pH 7

Se ha estudiado la influencia del campo electrico en la orientcion y los sitios de
interaccién de las moléculas adsorbidas con el metal analizando analizando las
intensidades relativas de las vibraciones de tensision de CH y CHj3 en la regién
espectral de 2800-3300 cm™. Se ha concluido que el tautémero en Nj
probablemente rota modificando los sitios de interacciéon con el electrodo
pasando de estar coordinado sélo a través del grupo C>O a los potenciales
menores de la regiéon de quimisorcidn a coordinarse también a través de N3 y el
grupo C40 a potenciales altos. Sin embargo el tautomero desprotonado en N
interacciona con el electrodo a través de N; y C>O en todo el rango de
potenciales de acuerdo con la geometria mas estable y también

En medio basico el tautomero desprotonado en N interacciona con el electrodo
a través de N y C20 en todo el rango de potenciales de quimisorcion, y sélo
experimenta pequefias rotaciones del plano molecular y también con las
interacciones electrostiticas con el campo eléctrico, ya que el momento dipolar
permanente de las moléculas casi estd alineado con el campo eléctrico en esta

configuracion.
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Respecto a la co-adsorcion de adenina y timina sobre electrodos de oro

- -Se han estudiado los efectos de la presencia de la base complementaria sobre la
adsorcion de adenina y timina a tres valores de pH, 1, 7 y 11.6 mediante
medidas de voltametria e ATR-SEIRAS in-situ.

- El andlisis de los resultados voltamétricos y de ATR-SEIRAS de timina
adsorbida en ausencia y en presencia de adenina permiten concluir que la timina
adsorbida cambia de orientacidn respecto al electrodo, de normal a paralelo,
cuando una pequefia cantidad de adenina esti presente en sisolucion.

- -Las bandas de ATR-SEIRAS correspondientes a la adenina adsorbida aumentan
su intensidad en presencia de timina co-adsorbida. Este aumento sugiere que la
adenina adopta una orientacién més vertical del plano molecular. Sin embargo,
para explicar cuantitativaemente el aumento de intensidad de las sefiales de
adenina adsorbida es necesario considerar el exceso superficial de adenina
aumenta cuando la timin esti co-adsorbida.

- Estos efectos en los espectros de ambas bases cuando estdn co-adsorvidas son
similares a los tres valores de pH estudiados. Sin embargo el aumento de la
sefales de ATR-SEIRAS de la adenina adsorbida en presenci de timina es
claramente superior a valores de pH neutros.

- La comparacién de las vibraciones de tension del NH de la adenina adsorbida en
la regién espectral de 2800-3900 cm™! en medio no deuterado antes y después de
la adiccidon de timina permitié concluir que el grupo amino de la adenina
adsorbida no participa en las interacciones con la timina coadsorbida. Por el
contrario, se proponen interacciones de tipo m-staking (del tipo edge-to-face) y/o
dipolo-dipolo entre la adenina co-adsorbida y la timina para explicar la

oganixcion largo alcance inducida por la co-adsorcién de ambas bases.

Respecto al estudio cinético de la adsorcion de la adenina sobre electrodos de

Au(111) mediante EIS.

- Se ha aplicado la Impedancia Electroquimica (EIS) al estudio de la cinética de
adsorcion de adenina sobre electrodos de oro Au(111) a valores de pH 1, 7 y
11.6. El analisis del comportamiento de la impedancia con la frecuencia se ha
realizado utilizando el modelo modificado de Frumkin y Melik-Gaikazyzan sin

suponer a “priori” nada sobre la isoterma que se aplica al proceso de adsorcion o
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sobre la dependencia con el potencial de la constante de velocidad de adsorcion.
El andlisis con la frecuencia, de acuerdo a este modelo proporciona los valores
en funcion del potencial de corriente continua de cuatro parametros
independientes de la frecuenca (Rgq, Caq s 0qqa Y Cq; ) que contienen la
informacion cinética y termodindmica del proceso

En analisis de los resultados en medio acido, donde la adsorcién de la forma
neutra de la adenina (AH3) implica una etapa previa de desprotonacién de la
adenina catiénica (AdH4"), se han deducido las ecuaciones de la impedancia
para un proceso de adsorciéon que implica una etapa previa quimica. Estas
ecuaciones en muchas ocasiones implican una dependencia con la frecuencia
diferente que la del proceso de adosorcion pura. Las diferencias dependen de los
valores de la constante de equilibrio de la etapa quimica K.. Este valor debe ser
menor de 100 para poder detectar diferentes comportamientos. Para bajos
valores de K. dos casos limites muestran la misma dependencia con la
frecuencia que el proceso de adsorcidn puro, los limites de alta frecuencia y de
baja frecuencia que pueden obtenerse con valores bajos o altos respectivamente
para la constante de velocidad de la etapa quimica, K.. El limite de alta
frecuencia no proporciona ninguna informacion relatica a la etapa quimica, pero
el limite de baja frecuencia incluye Kc y K. en parametro de resistencia de
Warburg y de adsorcion aparentes

Las representaciones de Nyquist resultan muy utiles para detectar la etapa
quimica ya que cambian los semicirculos esperados. Se han obtenido
semicirculos “deprimidos” si existe etapa quimica previa y semicirculos

“distorsionados” para el proceso de adsorcidn pura.

Las representaciones de Nyquist obtenidas a potenciales representativos para la
adsorcion de adenina sobre electrodos de Au(111) desde disoluciones de HCIO4
0.1 M muestran el mismo comportamiento con la frecuencia que para el proceso
de adsorcion puro. El ajuste de la componente real de la capacitancia a bajos
valores de frecuencias proporciona el valor del coeficiente de Warburg aparente.
La comparacion de estos datos con los correspondientes coeficientes de Warburg
obtenidos para la adsorciéon desde disoluciones neutras, donde no hay etapa
quimica, nos permite obtener la constante de equilibrio para el paso quimico en

soluciones acidas.
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- Los pardmetros independientes de la frecuencia nos han permitido calcular los
tiempos de relajacion de adsorcion y difusion y las velocidades especificas del
proceso de adsorcién. A partir de los tiempos de relajacidon se deduce un control
cinético mixto por difusiéon y por activacion y por adsorcidn para la adsorcidn a
partir de disoluciones a pH 1 y 12, pero un control cinético algo mayor por
difusion en el caso de la adsorcion a partir de disoluciones de pH 7,5. La
dependencia potencial de la velocidad especifica de adsorcidon se explica como
el resultado de la dependencia potencial combinada de una isoterma de
adsorcion tipo Frumkin con un pardmetro de interaccidn atractivo y un tipo de
dependencia potencial de Butler-Volmer para la constante de velocidad de
adsorcion. Esta dependencia con el potencial justifica los valores mas altos
obtenidos para la velocidad especifica de adsorcion a pH 1 en comparacién con
los valores obtenidos a pH 7,5, ya que el equilibrio de la etapa quimica previa
desplaza el proceso de adsorcion a mayores potenciales. Los valores mas bajos
obtenidos para la velocidad especifica de adsorciéon a pH 12 sugieren un valor
mas bajo para el pardmetro de interacciéon de la isoterma de Frumkin
correspondiente para la adsorciéon de adenina anidnica en comparacién con la

forma de adenina neutra.

Respecto a la adsorcion de citosina y guanina y su coadsorcion sobre electrodos de

oro

- Se ha combinado la voltametria ciclica con la espectroscopia de ATR-SEIRAS
para estudiar la adsorcion individual de citosina y guanina en electrodos de oro y
su co-adsorcion a tres valores de pH diferentes; 1, 6-8 y 11.6. Para el analisis de
los resultados se han realizado algunos célculos DFT.

- -Los resultados de ATR-SEIRAS de adsorcién de citosina sobre oro y su
comparacidon con los espectros de transmisién en las mismas condiciones
permiten concluir que la citosina neutra se adsorbe sobre oro con el plano
molecular inclinado o normal con relacién al electrodo a los tres pH
investigados.

- La asignacion de las bandas espectrales de la citosina adsorbida en la region
espectral de 1300-1800 cm™' se ha realizado en base a calculos de DFT de la

molécula adsorbida sobre un cldster de 19 atomos de oro

275



A pH 8 la banda de ATR-SEIRAS a c.a 1650 cm™' se puede deconvolucionar en
dos bandas individuales, que exhiben mutuamente un comportamiento opuesto
con el potencial. Este hecho sugiere que a bajos potenciales puede adsorberse
una forma diferente de citosina

-A pH 8, 1a banda ATR-SEIRAS a c.a. 1650 cm™ puede ser deconvoluted en dos
bandas individuales, que exhiben mutuamente comportamiento opuesto con el
potencial. Este hecho sugiere que a bajos potenciales una forma diferente de
citosina es adsorbida en el electrodo a altos potenciales. Esta forma puede ser un
tautomero diferente de citosina neutra o la citosina con un grado de protonacioén
diferentente de citosina que no lo hace a potenciales altos. Esta forma podria ser
un tautdmero neutro diferente de citosina o la citosina con otro estado de
protonacion.

-Los espectros de ATR-SEIRA in-situ en la regién de 2800-3900 cm™ muestran
que la adsocion de citosina sobre electrodos de oro implica la desorcion de
moléculas de agua previamente adsorbidas.

Los resultados electroquimicos de ATR-SEIRAS de guanina adsorbida sobre
electrodos de oro mostraron que la molécula neutra se adsorbe pH acido y
neutro mientras que la especie anidnica de adsorbe a valores de pH superiores a
pKa2 (9.6).

-Electrochemical ATR-SEIRAS results of adsorbed guanine on gold electrodes
showed that the neutral molecule is adsorbed at acid and neutral pHs, but the
anionic deprotonated species is adsorbed from solutions with pHs higher than
pKa2 (9.6).

La comparacion de las sefales de ATR-SEIRA de las moléculas adsorbidas en
comparacion con los espectros de transmision indica que la guanina neutra se
adsorbe con el C¢O y el N7 hacia la superficie del electrodo a pH 1 y 8. Sin
embargo la guanina anidnica se adsorbe con los grupos CsO, NH> y N7
orientados hacia el electrodo. Ambas orientaciones implican una interaccion
estabilizadora entre el dipolo permanente de la molécula y el campo eléctrico
cerca del electrodo.

Los espectros de ATR-SEIRAS de la guanina adsorbida en la regién 2800-3900
cm’' muestran la presencia de sefiales de OH originadas por el aguna co-

adsorbida.
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- Los espectros de ATR-SEIRAS de citosina y guanina co-adsorbidas sobre
electrodos de oro indican que la co-adsorcion origina cambios en la orientacion
de ambas bases en comparacion con la adsorcién individual a valores de pH de
1, 7.5 y 11.6. La presencia de guanina provoca la pérdida de las senales de
citosina adsorbida, lo que indica que esta molécula adopta una orientacion plana
con relacién al electrodo. Por el contrario, las sefiales correspondienes la
guanina adsorbidas aumenten su intensidad en presencia de citosina co-
adsorbida, que puede ser causada por un aumento del exceso superficial y/o del
angulo de inclinacién del plano molecular.

- El anélisis de las sefiales de ATR-SEIRAS de citorina y guanina co-adsorbidas
en la regién 2800-3900 cm™, correspondiente a las vibraciones de tension de NH
y NH> de guanina y la comparacioén con la misma region de guanina adsorbida
en ausencia de citosina permite descartar la participacion de citosina y guanina
en puentes de hidrogeno entre bases complementarias cuando estan co-
adsorbidas. Como en el caso de la co-adsorcion de timina y adenina debe estar
implicado otro tipo de interaccion. De acuerdo con la interaccion de las bases de

propone una interaccion de tipo edge-to-face.

Respectro el estudio electroquimico y por PM-IRRAS de electrodos de Au(111)
modificados con monocapas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina en presencia y

en ausencia de guanina

- -Las medidas electroquimicas con monocapas de 1,2-dipal,itoil-sn-glicero-3-
citidina confirmaron la formacion de monocapas estables en una amplia gama de
potenciales, aunque con un grado moderado de desorden

- -Los resultados de PM-IRRAS en la regién 1300-1800 cm™! sugieren que el
nucleolipido interacciona con la superficie del oro por el fragmento de citidina,
ya que pueden observarse las bandas caracteristicas de la citosina adsorbida con
diferentes nimeros de onda en comparacion con el espectro de transmision del
nucleolipido.

- En presencia de guanina, la monocapa de nucleolipido soportada sobre oro no
muestra las sefiales adsorbidas de citosona, y se pueden observar las senales
caracteristicas de la guanina adsorbida sobre el oro, lo que indica que la guanina

esta adsorbida sobre el electrodo de oro.
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- El andlisis de las sefiales correspondientes a las vibraciones de tensiin de CH2 de
la cadena alquilica del nucleolipido proporciono el valor del éangulo de
inclinacion de las cadenas con respecto a la direccién normal al electrodo.
Atendiendo a la estabilidad se ha encontrado que el potencial no afecta al angulo
de inclinacién sin embargo la presencia de guanina en el conjunto de la

monocapa provoca un aumente de 20° en la inclinacidén de las cadenas alquilicas.

Respectro el estudio electroquimico y por PM-IRRAS de electrodos de Au(111)
modificados con bicapas de hexadecanotiol/1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-citidina en

presencia y en ausencia de guanina

- -Se prepararon bicapas de hexadecanotiol/1,2-dipalmitoil-sn-glicero-citidina
sobre electrodos de Au(l11) por autoensamblaje de una monocapa de
hexadenaotiol sobre electrodos de Au(111) limpios deguido de la una
transferencia de Langmuir-Schaeffer de una monocapa de 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-citidina, en ausencia y en presencia de guanina.

- La comparacion de los espectros de PM-IRRA de la bicapa en ausencia de
guanina en la regiéon 1300-1800 cm-1 con el espectro de transmision del
nucleolipido y el espectro de ATR-SEIRA de citosina adsorbido sobre el oro
permitién concluir que la citidina del nucleolipidono esta orientada hacia el
electrodo, si no que se orienta hacia la disoluciéon de electrolito, con un cierto
grado de inclinacion con respecto la superficie del electrodo.

- -Los espectros de PM-IRRAS de la bicapa en presencia y ausencia de guanina
en la region de 1300-1800 cm-1 muestran la presencia de guanina en la bicapa ,
pero sin interaccionar con el electrodo. La desaparicion de las sefiales de los
fragmentos de citosina del nucleolipido indican que la interaccién con guanian
provoca una orientacion paralela del fragmento de citosina. No se observa la
banda caracteristica asociada a las vibracioens de tension de CO de guanina, lo
que sugiere que este grupo esta involugrado en las interacciones de los
fragmentos guanina-citosina.

- El andlisis de las sefhales asociadas a las vibraciones de tension de CHz
proporciono los angulos de inclinacion de las cadenas alquilicas obteniéndose un
aumento de 10° en presencia de guanina en el valor del angulo al compararlo con

los resultados obtenidos en ausencia de ésta.
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La capacidad potencial para el reconocimiento molecular de las bicapas es
mayor que la de las monocapas debido al efecto de proteccidn superficial de la
capa de tiol

La capacidad potencial de las bicapas para el reconocimiento molecular es
mayor que las monocapas, debido al efecto de proteccién superficial de la capa

de tiol
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