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RESUMEN 

 Las enzimas redox han sido objeto de estudio durante las últimas décadas debido 

a su capacidad para catalizar numerosas reacciones químicas aplicables al campo de la 

transformación de energía y del medio ambiente. Para caracterizar la transferencia 

electrónica de sus sitios activos e identificar los factores moleculares que modulan sus 

propiedades redox, se han utilizado fundamentalmente técnicas electroquímicas, siendo la 

voltametría cíclica la más empleada. No obstante, la respuesta voltamétrica descrita en la 

bibliografía para las proteínas inmovilizadas sobre electrodos presenta un 

comportamiento no ideal, cuyo origen y naturaleza ha sido escasamente abordado desde 

un punto de vista fundamental. Para evaluar el posible papel que ejerce el grupo 

prostético en la no idealidad de la respuesta voltamétrica de las proteínas, una estrategia 

interesante es estudiar su respuesta electroquímica en ausencia de la envoltura peptídica. 

 En este contexto, se ha llevado a cabo un estudio de la respuesta voltamétrica de 

dos porfirinas de hierro (hemina y octaetilporfirina de hierro) adsorbidas sobre un 

electrodo de grafito en presencia de diferentes entornos químicos que mimetizan la 

envoltura peptídica de las proteínas, utilizando para ello ligandos de diferente acidez, 

hidrofobicidad y adsortividad. 

 El estudio voltamétrico de las dos porfirinas de hierro en las disoluciones tampón 

más frecuentemente utilizadas (acetato y fosfato) ha puesto de manifiesto que su 

transferencia electro-protónica está acoplada con equilibrios de asociación entre el centro 

redox y las formas ionizadas del tampón. Dicha asociación está restringida a la forma 

acuohierro(III) de la metaloporfirina, por lo que su impacto en la respuesta electroquímica 

varía con el pH y la concentración de la disolución tampón, dando lugar a una amplia 

variedad de curvas de valoración voltamétricas. Se ha desarrollado una estrategia de dos 

etapas para cuantificar la constante de equilibrio intrínseca de asociación de dichas 

porfirinas con las formas aniónicas de ligandos ionizables, poniendo de manifiesto que 

i ) el Fe(III) porfirínico presenta una mayor afinidad por el acetato que por el 

dihidrógenofosfato, y ii) la sustitución de los residuos β de la hemina (propiónicos, 
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vinilos y metilos) por grupos etilos posibilita la asociación del Fe(III) con el dianión 

monohidrógenofosfato. 

 Por otro lado, se ha puesto de manifiesto que la asociación entre la especie 

acuohierro(III) de las porfirinas de hierro y los aniones carboxilatos procedentes de 

ácidos orgánicos lineales aumenta con la longitud de la cadena alquílica, como 

consecuencia de la interacción entre la cadena hidrocarbonada del ácido y el anillo de 

porfirina. A partir de la dependencia lineal de la energía libre de asociación con la 

longitud de la cadena alquílica, se han cuantificado las contribuciones individuales los 

grupos carboxilato, metilo y metileno, aumentando dichas contribuciones  en la secuencia 

metileno < metilo << carboxilato. Basados en estos resultados, se ha desarrollado un 

modelo teórico para cuantificar la dependencia de la formación de la β-hematina con el 

pH descrita en la bibliografía. Dicho modelo ha permitido determinar la constante de 

equilibrio para la formación del dímero cíclico de la hemina μ-propionato. La 

comparación de esta constante de equilibrio con la correspondiente a la asociación 

Fe(III)-propionato ha puesto de manifiesto que el bajo contenido de agua de las interfases 

acuo-orgánicas impulsa la formación de la hemozoina (pigmento de la malaria) en los 

medios fisiológicos. 

 Por último, el estudio electroquímico de las dos porfirinas de hierro en presencia 

de cantidades crecientes de n-hexanol ha puesto de manifiesto la existencia de dos 

poblaciones adsorbidas de dicho alcohol sobre el electrodo de grafito modificado con las 

porfirinas de hierro, que difieren en su energía de adsorción e interacción con la 

metaloporfirina. Una de las poblaciones está fuertemente adsorbida sobre la superficie de 

grafito y no modifica las propiedades redox de la porfirina de hierro, mientras que la otra 

se encuentra adsorbida menos fuertemente sobre la porfirina de hierro y estabiliza su 

forma reducida. Asimismo, se ha puesto de manifiesto que la energía libre de adsorción 

de la segunda población varía linealmente con la longitud de la cadena hidrocarbonada 

del alcohol, lo que ha permitido cuantificar la contribución del grupo metileno a dicha 

energía de adsorción, obteniéndose un valor similar a los descritos para la transferencia 

de dicho grupo desde un medio acuoso a uno hidrofóbico. 
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ABSTRACT 

 During the last decades, redox enzymes have been extensively studied for energy 

transformation and environmental applications due to their ability to catalyze a large 

number of chemical reactions. The use of electrochemical techniques, and particularly 

cyclic voltammetry, is a powerful tool to characterize the electron transfer of the active 

site of immobilized redox proteins and to identify the molecular factors that modulate 

their redox properties. However, the voltammetric response of immobilized redox 

proteins reported in literature commonly displays a non-ideal behavior, which has been 

scarcely investigated from a fundamental point of view. The study of the electron transfer 

of isolated prosthetic groups of redox proteins appears as a promising strategy to unravel 

its role on the non-idealities found on protein electrochemistry. 

 Herein, the electrochemistry of two iron porphyrin (hemin and iron 

octaethylporphyrin) immobilized onto a pyrolytic graphite electrode has been investigated 

in different chemical environments that mimic the protein scaffold by using ligands with 

distinct acidity, hydrophobicity and adsortivity. 

 In the most commonly used buffer solutions (acetate and phosphate), the 

proton-coupled electron transfer of the two iron porphyrins has been found to be 

accompanied by the binding of the iron(III)-center with the ionized forms of the buffer. 

This binding is shown to be restricted to the aquo-Fe(III) form of the iron porphyrin, so 

that its extent varies with both the solution pH and the buffer concentration, giving rise to 

intricate titration curves. A two-step strategy has been developed to quantify the intrinsic 

binding equilibrium constant, which shows that heme-Fe(III) has a greater affinity for 

acetate than for dihydrogen phosphate. Replacement of the two propionic acid residues of 

the hemin by ethyl groups facilitates the binding of Fe(III) with the 

monohydrogen phosphate anion. 

 It has been found that the binding of heme aquo-Fe(III) with linear organic 

carboxylates increases with the alkyl chain length, due to the interaction of the 

hydrocarbon chain of the acid with the porphyrin ring. Individual contributions of the 
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carboxylate, methyl and methylene groups to the heme-carboxylate binding has been 

determined from the linear dependence of the binding free energy with the alkyl chain 

length, increasing in the sequence methylene < methyl << carboxylate. On the basis of 

these results, a theoretical model has been developed to account for the pH dependence of 

β-hematin formation reported in literature, which has allowed us to determine the 

dimerization equilibrium constant for the formation of the cyclic μ-propionate hemin 

dimer. Comparison of the estimated dimerization equilibrium constant value with that of 

the Fe(III)-propionate binding reveals the pivotal role of a low water content to drive the 

formation of hemozoin (the malaria pigment) in physiological media. 

 Finally, the electrochemical study of the two iron porphyrins in the presence of 

increasing amounts of n-hexanol has shown the existence of two adsorbed populations of 

n-hexanol at the metalloporphyrin-modified graphite electrode, differing in their 

adsorption energy and interaction with the metalloporphyrin. The more strongly adsorbed 

population does not affect the redox potential of the iron porphyrins, and is ascribed to 

n-hexanol molecules adsorbed directly onto the graphite surface; whereas the less 

strongly adsorbed population stabilizes the reduced form of the iron porphyrins, and is 

ascribed to n-hexanol molecules adsorbed onto the metalloporphyrin molecule. The 

contribution of the methylene group to this stabilization has been quantified from the 

linear dependence of the adsorption free energy with the hydrocarbon chain length, and is 

consistent with the values reported for the transfer to the methylene group from aqueous 

to hydrophobic media. 
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 1.1. Objetivos y organización de la Tesis 

 Las proteínas y enzimas redox han sido objeto de estudio durante las últimas 

décadas debido a su funcionalidad específica y capacidad para catalizar numerosas 

reacciones químicas que pueden ser aplicadas en el campo de la energía y de la 

medicina.1–3 Estas proteínas son excelentes catalizadores debido a su optimización 

durante millones de años por la evolución, por lo que existe un gran interés en el 

funcionamiento de estos sistemas biológicos de alta eficiencia.4 El uso de técnicas 

electroquímicas posibilita el estudio de las propiedades redox de las proteínas y enzimas. 

Particularmente útil es la técnica de voltametría cíclica ya que permite cuantificar los 

parámetros termodinámicos y cinéticos de las transferencias electrónicas interfaciales 

mediante una variación de la escala de tiempo experimental a través de la velocidad de de 

barrido. Cuando la proteína se encuentra inmovilizada sobre la superficie de un electrodo, 

la cuantificación de su respuesta voltamétrica se simplifica debido a la eliminación de la 

contribución del transporte de materia. Su empleo está tan extendido en el campo de las 

proteínas redox que ha dado lugar al término protein film voltammetry.5  

 A pesar de su aparente sencillez, la respuesta voltamétrica de un gran número de 

proteínas se desvía del comportamiento esperado para una población homogénea de 

centros redox aislados. Estas no idealidades se reflejan en i) una disminución de la carga 

redox faradaica con el aumento de la velocidad de barrido del potencial 

(electrorreactividad parcial);6 ii) un ensanchamiento de la onda voltamétrica en 

condiciones de equilibrio;7 iii) una separación finita y constante entre los potenciales de 

pico anódico y catódico a baja velocidad de barrido (quasi-reversibilidad inusual);8 y 

iv) un desplazamiento asimétrico de los potenciales de pico anódico y catódico con la 

velocidad de barrido (asimetría cinética).9 Esta respuesta voltamétrica no ideal, pero 

habitual ha sido escasamente investigada desde un punto de vista fundamental, existiendo 

todavía diversos aspectos sobre su origen y naturaleza no resueltos. Una estrategia 

interesante para abordar estas cuestiones a nivel fundamental consiste en estudiar la 

transferencia electrónica entre el grupo prostético, desprovisto de su envoltura peptídica, 

y el electrodo, con el fin de dilucidar su papel en la no-idealidad de la respuesta 

electroquímica de las correspondientes proteínas.10–18 
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 En este contexto, el objetivo general de la presente tesis doctoral es dilucidar si 

las no idealidades de la respuesta electroquímica de las hemoproteínas se deben al 

comportamiento intrínseco de su grupo prostético (hemina) o a procesos adicionales 

asociados con su envoltura peptídica. Para ello, se ha llevado a cabo un estudio 

exhaustivo de la respuesta electroquímica de dos porfirinas de hierro adsorbidas sobre un 

electrodo de grafito, en presencia de diferentes entornos químicos, que mimetizan 

específicamente diferentes aspectos de la envoltura peptídica. Para la consecución del 

objetivo general, se replantearon los siguientes objetivos específicos que han estructurado 

el contenido de la tesis: 

- Identificación y cuantificación de posibles procesos adicionales que acompañan a la 

transferencia electro-protónica de la hemina en las disoluciones tampón 

frecuentemente empleadas, con el fin de identificar los factores que conducen a la 

diversidad de curvas de valoración descritas en la bibliografía (Capítulo 3). 

- Evaluación de la posible interacción de la hemina con ácidos orgánicos de diferente 

hidrofobicidad, que mimetizan el entorno ionizable de la envoltura peptídica, con el 

fin de i) cuantificar su contribución al potencial redox del grupo hemo, y 

ii) aprovechar esta información para interpretar la dependencia  con el pH de la 

formación de la β-hematina, que es el análogo sintético del pigmento de la malaria 

(Capítulo 4). 

- Evaluación de la posible interacción de la hemina con alcoholes alifáticos 

adsorbidos, que mimetizan el entorno hidrofóbico de la envoltura peptídica, con el 

fin de cuantificar la contribución de la hidrofobicidad al potencial redox del grupo 

hemo (Capítulo 5). 

- Evaluación del papel que ejercen los residuos propiónicos del anillo porfirínico de la 

hemina en sus propiedades redox, ácido/base y coordinativas, con el fin de valorar su 

posible impacto en la funcionalidad de las hemoproteínas. Para la consecución de 

este objetivo, en los capítulos mencionados anteriormente (3-5) se han realizado los 

correspondientes estudios con la octaetilporfirina de hierro, cuyos residuos β son 

grupos etilo. 
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 1.2. Metaloporfinas 

 Las proteínas redox presentan uno o varios centros activos donde se llevan a cabo 

las reacciones de transferencia electrónica relacionadas con multitud de procesos 

celulares como la fotosíntesis o la respiración.19 Uno de los centros redox más abundantes 

en la naturaleza es la hemina, que constituye el grupo prostético de un gran número de 

hemoproteínas. La hemina es un complejo formado por un átomo de hierro central 

coordinado a un anillo de protoporfirina IX, que contiene dos grupos propiónicos, dos 

vinilos y cuatro metilos como sustituyentes β. 

 La hemina pertenece al grupo de las metaloporfirinas, que son macrociclos 

formados por cuatro anillos pirrólicos unidos entre sí por grupos metinos y un átomo 

metálico central, coordinado a los nitrógenos pirrólicos. Una característica diferencial de 

las metaloporfirinas es la naturaleza de los grupos sustituyentes localizados en las 

posiciones β y meso del anillo porfirínico (Figura 1.1). El centro metálico de las 

metaloporfirinas juega un papel fundamental en procesos de transferencia electrónica, 

catalíticos y de recolección de luz, cuya regulación está controlada por la coordinación 

axial del cofactor metálico con determinados aductos. Además, las metaloporfirinas 

presentan una gran flexibilidad, de forma que son capaces de reorganizar sus 

sustituyentes y/o deformar su estructura para adaptar su conformación al medio en el que 

se encuentran.20 Este comportamiento ha posibilitado la modulación de sus propiedades 

químicas, mecánicas y optoelectrónicas mediante un cambio del átomo metálico central o 

la sustitución de los residuos β y meso del anillo porfirínico, dando lugar a un amplio 

abanico de metaloporfirinas.21  

 En general, las metaloporfirinas se adsorben sobre las superficies adoptando una 

orientación paralela al sustrato, actuando éste como un ligando extendido que puede 

modificar la coordinación axial del centro metálico (efecto trans)22 o viceversa (efecto 

trans superficial).23 Asimismo, la inclusión de un ligando cis en una metaloporfirina 

adsorbida da lugar a una redistribución de cargas entre el macrociclo y la superficie 

permitiendo la formación de estructuras supramoleculares (efecto cis).24 
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 La formación de monocapas de metaloporfirinas sobre una superficie depende de 

la naturaleza de la interfase.21 Así, en condiciones de vacío, el resultado del balance entre 

las interacciones adsorbato-adsorbato y adsorbato-superficie deriva en una estructura 

altamente ordenada, mientras que en las interfases sólido-disolución (Figura 1.2), la 

estructura está condicionada por: 

i) Interacciones intermoleculares entre las moléculas de metaloporfirinas adsorbidas, 

que determinan el tipo de crecimiento superficial de la capa adsorbida (cristal 

bidimensional, islas de multicapas, fases segregadas en sistemas 

multicomponentes). 

ii)  Interacciones adsorbato-superficie, que favorecen estructuras definidas por los 

sitios reactivos de la superficie. 

iii) Interacciones adsorbato-disolvente, que son las responsables de la presencia de 

moléculas de disolvente intercaladas en la estructura adsorbida. 

iv) Interacciones disolvente-superficie, que impiden la formación de una monocapa del 

adsorbato cuando son del mismo orden de magnitud que las interacciones 

adsorbato-superficie. 

 

 

Figura 1.1. Estructura de a) una metaloporfirina y b) la hemina. 
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 La contribución relativa de las distintas interacciones condiciona la estructura 

superficial de la capa adsorbida, existiendo la posibilidad de polimorfismo sobre algunas 

superficies. En estos casos, la estructura superficial se puede modular mediante la 

variación de la concentración, la temperatura o el tipo de disolvente, estando dicha 

estructura condicionada por la especiación de las metaloporfinas en disolución.25 

 

 1.3. Hemina en disolución 

 El comportamiento de la hemina (estructura A en Figura 1.3) en disolución se 

viene estudiando desde hace varias décadas,26–29 ya que su especiación depende del 

disolvente y del pH del medio, observándose el comportamiento más sencillo en medios 

orgánicos.30 Así por ejemplo, en dimetilsulfóxido (DMSO) la hemina se encuentra como 

especie monomérica en la que el ión cloruro se ha intercambiado por una molécula de 

disolvente (estructura B en Figura 1.3),31 mientras que en dimetilformamida (DMF) el 

hierro (III) permanece coordinado al ión cloruro. La hemina también se encuentra como 

monómero en otros disolventes como dietilenglicol, etanol, acetonitrilo, 2-propanol o 

tert-butanol,29 pero con una solubilidad tan baja que sus disoluciones en estos disolvente 

se preparan habitualmente a partir de la correspondiente disolución en DMSO.32  

 

 

Figura 1.2. Interfase superficie-disolución para un sistema formado por monocapas de 
metaloporfinas donde A representa interacción intermolecular; B, interacción 
adsorbato-superficie; C, interacción adsorbato-disolvente; y D, interacción 
disolvente-superficie. 
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 Igual que ocurre con algunos disolventes orgánicos, las disoluciones acuosas de 

hemina preparadas a partir de la correspondiente disolución en DMSO preservan su 

estado monomérico si el porcentaje de DMSO es mayor del 40%. En estas condiciones, el 

ión cloruro coordinado al hierro de la hemina (estructura A en Figura 1.3) se intercambia 

con una molécula de agua o un ión hidroxilo (según el pH de la disolución), dando lugar a 

la acuo/hidroxi- hematina (estructuras C y D, Figura 1.3),33 donde la molécula de agua 

coordinada al hierro (III) tiene un pKa = 6.5.34  

 

 

Figura 1.3. Equilibrio de intercambio del ión cloruro coordinado al hierro (III) en la 
hemina (Estructura A) por una molécula de DMSO (Estructura B) o por un ión hidroxilo 
para formar la hematina en forma de hidroxocomplejo (Fe(III)PPIX·OH, Estructura C), el 
cual a su vez puede tomar un protón formando el aquocomplejo (Fe(III)PPIX·H2O, 
Estructura D). 



Introducción 

 
 

 

 

13 

 En el estado monomérico de la hemina, el centro metálico Fe(III) presenta alto 

spin con cinco electrones desapareados y un radio de 0.064 nm que le impide al Fe(III) 

ubicarse en la cavidad de la porfirina, de forma que este sobresale del plano entre 0.05 y 

0.06 nm. Como resultado de este efecto, el Fe(III) presenta un número de coordinación 5 

dando lugar a una geometría tetragonal-piramidal35 (estructura I, Figura 1.4). 

 

 En las disoluciones acuosas de pH básico, la hemina tiende a formar agregados 

mientras que por debajo de pH 5.9 precipita dando lugar a una estructura dimérica de tipo 

μ-oxo.27 Dicha estructura está formada por dos anillos hemo, cuyos átomos de hierro se 

encuentran enlazados a través de un átomo de oxígeno puente (estructura II, Figura 1.4). 

Durante varias décadas, se consideró que la estructura de los agregados en disolución 

coincidía con la estructura del precipitado a pH ácido.36–38 Sin embargo, los estudios 

realizados por De Villiers et al.,29 con las técnicas de espectroscopia de absorción 

UV-visible y resonancia magnética nuclear, aportaron evidencias de la formación de un 

dímero π-π en disolución, donde los grupos vinílicos de una molécula de hemina 

 

 

Figura 1.4. Estructuras de las diferentes especies de hemina presentes en disolución 
acuosa o mezclas acuosa-orgánica.30 
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interaccionan con el anillo porfirínico de la otra molécula presente en el dímero 

(estructura III, Figura 1.4).  

 En un trabajo posterior, Egan et al.30 propusieron un esquema más completo de la 

especiación de la hemina en disolución, distinguiendo distintas estructuras en función del 

tipo de disolvente, el pH y las concentraciones de hemina y de electrolito (Figura 1.4). 

Cuando la concentración de hemina en la disolución es baja o el porcentaje de disolvente 

orgánico es alto, predomina la forma monomérica (Estructura I, Figura 1.4). A medida 

que el medio se hace más acuoso y existe suficiente cantidad de hemina, el dímero π-π 

(Estructura III) comienza a predominar independientemente del pH. Sin embargo, en 

mezclas de un medio acuoso con disolventes apróticos como dimetilsulfóxido, piridina o 

acetona, se favorece la formación del dímero μ-oxo (Estructura II). Concentraciones altas 

de electrolito favorecen la agregación de estos dímeros mediante interacciones π-π 

(Estructura IV. Figura 1.4). En la Figura 1.5 se muestra un esquema que relaciona los 

diferentes equilibrios estructurales que presenta la hemina en disolución dependiendo de 

las condiciones del medio.  

 

 

 

Figura 1.5. Equilibrios entre las diferentes estructuras de la hemina propuestas por 
Egan et al.30 dependiendo de las condiciones del medio. 
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 Además de las estructuras anteriores, también se ha descrito la formación de otro 

tipo de agregado de la hemina cuando una disolución ácida de ella se calienta durante un 

periodo largo de tiempo. 39 Este agregado cristalino, denominado β-hematina, está 

constituido por una repetición espacial de dímeros μ-propionato de la hemina, que se 

unen a través de interacciones de Van der Waals y puentes de hidrógeno entre los grupos 

propiónicos no ionizados (Figura 1.6).  

 

 Cada unidad dimérica de la β-hematina está formada por dos moléculas de 

hemina unidas a través de dos interacciones entre el hierro(III) de un anillo y el grupo 

propionato del otro anillo.40 Este agregado cristalino es química y estructuralmente 

idéntico a la hemozoina, comúnmente conocida como pigmento de la malaria,41 que se 

produce en vacuolas digestivas de los hematófagos cuando digieren la hemoglobina 

presente en los glóbulos rojos, liberando hemina libre. Su formación constituye un 

mecanismo de desintoxicación que han desarrollado los parásitos hematófagos, como 

 

 

Figura 1.6. Estructura del cristal de hemozoina propuesta por Pagola et al.41 donde las 
líneas discontinuas representan la interacción del centro metálico con los ligandos y las 
líneas de barras representan los enlaces de hidrógeno entre grupos propiónicos de anillos 
de porfirina vecinos. 
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Plasmodium falciparum, para evitar la acumulación de hemina libre, que es tóxica. 42 Un 

gran número de fármacos antimalaria basan su actividad terapéutica en la inhibición de la 

formación de la hemozoina.43 Así por ejemplo, la cloroquina promueve la formación del 

dímero μ-oxo, mientras que la quinina se asocia con la hemina favoreciendo su forma 

monomérica.44 Dado que algunos hematófagos están desarrollando cierta resistencia a 

estos medicamentos, el estudio del mecanismo de formación de la hemozoina es 

fundamental para el desarrollo de nuevos fármacos antimalaria.45  

 

 1.4. Electroquímica de la hemina inmovilizada sobre electrodos8 

 Como se ha descrito anteriormente, la hemina presenta una baja solubilidad en 

medio acuoso dando lugar a la formación de agregados que dificultan su estudio 

electroquímico en disolución.46 Una estrategia muy útil para resolver este problema 

consiste en su inmovilización sobre la superficie de un electrodo, como se ha puesto de 

manifiesto en numerosos trabajos donde se ha estudiado su transferencia electrónica, 

tanto desde el punto de vista fundamental como aplicado. De hecho, la hemina 

inmovilizada sobre diferentes soportes electródicos presenta un alto potencial en el campo 

de la electrocatálisis, donde se ha utilizado para reducir electroquímicamente diferentes 

sustancias como óxido nítrico a hidroxilamina,47 peróxido de hidrógeno a agua,48,49 

dióxido de carbono a monóxido de carbono50,51 y oxígeno a agua52 convirtiéndola en un 

electrocatalizador prometedor para el desarrollo de sensores y celdas de combustibles.53  

 Para la inmovilización de la hemina se han utilizado diferentes procedimientos, 

entre los que se incluyen: 

i) Adsorción física sobre materiales hidrofóbicos, como grafito, aprovechando 

la hidrofobicidad del anillo porfirínico.54 

ii) Unión covalente sobre una monocapa autoensamblada de moléculas 

portadoras de un grupo terminal capaz de formar un enlace covalente con la 

hemina. La estrategia más utilizada se basa en la formación de un enlace 

amida entre los grupo carboxílicos de la hemina y los grupos amino 
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terminales de una monocapa autoensamblada de tioles depositada sobre un 

electrodo de oro.55 

iii) Inserción en matrices poliméricas56 o pasta de carbón57con baja tasa de 

desorción cuando se ponen en contacto la disolución.  

 Los trabajos publicados en la bibliografía han puesto de manifiesto una variedad 

de comportamientos electroquímicos de la hemina inmovilizada, dependiendo del 

protocolo de inmovilización y de la composición de la disolución donde se realiza su 

caracterización electroquímica. 

 

 a) Electroquímica en medio acuoso 

 La respuesta voltamétrica típica de la hemina fisisorbida sobre un electrodo de 

grafito pirolítico registrada en medio acuoso se caracteriza por una onda voltamétrica 

(Figura 1.7) correspondiente a la conversión Fe(III)/Fe(II), cuyo potencial de pico medio 

a pH 7 se encuentra en torno a -0.35 V vs. Ag/AgCl/NaCl sat aunque este valor puede 

variar ligeramente dependiendo de la naturaleza y concentración del electrolito 

utilizado.47,58–61  

 

 

 

Figura 1.7. Voltagramas cíclicos de un electrodo de grafito pirolítico registrados en 
ausencia (línea gris) y presencia de hemina fisisorbida (línea negra) a 0.5 V s-1 en una 
disolución 0.5 M de buffer fosfato sódico a pH 7.61
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 A pesar de su sencillez, varios trabajos han puesto de manifiesto que los 

parámetros voltamétricos de la hemina inmovilizada sobre grafito, cuando la transferencia 

electrónica opera bajo control termodinámico, se desvían del comportamiento esperado 

para una población homogénea de centros redox aislados.59,60 Estas desviaciones 

incluyen: i) una asimetría en los valores de las intensidades de pico anódico y catódico, 

en condiciones donde se espera que sean iguales, ii) una separación finita de los 

potenciales de pico anódico y catódico, en condiciones donde deberían coincidir, y 

iii) una anchura de pico mayor de la esperada. Este comportamiento anómalo sugiere la 

existencia de procesos adicionales acoplados a la transferencia electrónica interfacial y/o 

la presencia de múltiples estados adsorbidos para la hemina con diferentes potenciales 

redox. 

 Aunque la mayoría de los estudios se han centrado en la conversión redox 

Fe(III)/Fe(II) de la hemina en un amplio intervalo de pH, también se ha puesto de 

manifiesto la existencia de otras conversiones redox en medios alcalinos. Así por 

ejemplo, De Groot y Kooper62 han descrito que la conversión redox Fe(IV)/Fe(III) de la 

hemina opera en el intervalo de potenciales de 1.0 a 0.6 V (vs. Ag/AgCl/NaCl sat) cuando 

el pH de la disolución varía de 7 a 12, y que la conversión Fe(II)/Fe(I) opera a -1.5 V 

(vs. Ag/AgCl/NaCl sat) para valores de pH superiores a 12. 

 En general, la respuesta electroquímica de la hemina inmovilizada sobre otros 

materiales de carbono, como grafito recubierto de nanotubos de carbono,48 fieltro de 

carbono activado con grupos aminos63 o carbono vítreo,64 es similar a la descrita para el 

grafito pirolítico, aunque en algunos casos existen diferencias significativas en el valor de 

su potencial redox (Tabla 1). Debido a su buena conductividad eléctrica y alta estabilidad 

química, estos materiales se han empleado para el desarrollo de biosensores basados en 

las propiedades redox y electrocatalíticas de la hemina. 

 Además de los materiales de carbono, también se han utilizado electrodos de oro 

para la caracterización electroquímica de la hemina en el estado inmovilizado. En estos 

casos, los protocolos de inmovilización más utilizados han sido la unión covalente o la 

fisisorción electrostática sobre monocapas autoensambladas de tioles funcionalizados con 
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grupos terminales específicos. Estos grupos actúan como puntos de anclaje, 

condicionando la orientación de la hemina. Así, Wang et al.55 han desarrollado dos 

protocolos de inmovilización para modular la orientación de la hemina. En uno de ellos, 

el electrodo de oro se modifica con una monocapa autoensamblada formada por 

moléculas de histidina unidas covalentemente a moléculas de 6-amino-1-hexanotiol. En 

estas monocapas, la hemina se inmovilizada a través de la interacción coordinativa de los 

nitrógenos imidazólicos de la histidina con el átomo de hierro del anillo porfirínico, 

adoptando una orientación paralela a la superficie de la monocapa. En el otro protocolo, 

el electrodo se modifica con una monocapa mixta de 6-amino-1-hexanotiol y 

octadecanotiol, y la hemina se inmoviliza covalentemente mediante la formación de 

enlaces amida entre sus grupos carboxílicos y los grupos aminos de la monocapa. En esta 

configuración, el anillo porfirínico se orienta perpendicularmente a la superficie de la 

monocapa, donde la presencia de octadecanotiol asegura su verticalidad. Los resultados 

obtenidos pusieron de manifiesto una mejora de la velocidad de la transferencia 

electrónica de la hemina cuando se inmoviliza sobre la histidina, sin que se produzcan 

cambios significativos en el valor de su potencial redox, que es similar al obtenido en el 

electrodo de grafito pirolítico (Tabla 1). 

 En un trabajo reciente, Ulstrup et al.65 han estudiado la respuesta electroquímica 

de la hemina adsorbida sobre un electrodo de oro monocristalino Au(111), poniendo de 

manifiesto la existencia de dos ondas voltamétricas, que han atribuido a dos poblaciones 

adsorbidas de hemina que difieren en el estado de spin del hierro (Figura 1.8). 

Curiosamente, el potencial redox de la población minoritaria es similar al único que se 

observa con un electrodo de grafito, mientras que el de la población mayoritaria es más 

positivo. 
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 Otra alternativa para la inmovilización de la hemina es su inclusión en una pasta 

de carbón o en matrices poliméricas insolubles en agua que pueden incorporar 

adicionalmente partículas conductoras (Tabla 1). Turdean et al.56 estudiaron la respuesta 

electroquímica de la hemina inmovilizada en una matriz de Nafion® y nanotubos de 

carbono (CNTs), poniendo de manifiesto que su potencial redox se desplaza hacia valores 

más negativos con respecto a los obtenidos con los electrodos de grafito, que refleja un 

aumento de la estabilidad de la forma oxidada de la hemina. Por otro lado, Zheng et al.57 

estudiaron la respuesta voltamétrica de la hemina inmovilizada en un electrodo de pasta 

de carbón, poniendo de manifiesto que su potencial redox es similar al obtenido con los 

electrodos de grafito, pero su transferencia electrónica está controlada por el transporte de 

carga a través de la pasta. 

 La inmovilización de la hemina en matrices poliméricas da lugar a estructuras 

heterogéneas, con zonas donde la hemina se encuentra alejada de la superficie del 

electrodo, siendo ineficientes para su transferencia electrónica. La electropolimerización 

representa una alternativa más eficiente, ya que permite depositar sobre el electrodo una 

capa homogénea de la hemina.66 Este procedimiento, descrito por Macor y Spiro,67 da 

lugar a una película eléctricamente conductora de la hemina cuando se aplica un potencial 

de 0.4 V (vs. Ag/AgCl/NaCl sat) a un electrodo de grafito que está en contacto con una 

disolución acuosa de hemina y Na2B4O7.68 Su respuesta electroquímica se caracteriza por 

 

 

Figura 1.8. Voltagramas cíclicos registrados a diferentes velocidades de barrido para un 
electrodo de oro monocristalino (111) (izquierda) y de grafito pirolítico (derecha)65 en 
presencia de una disolución 10 μM hemina 5 mM NaClO4 a pH 11.7.  
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una onda voltamétrica con el mismo potencial medio que la obtenida para la hemina 

inmovilizada sobre grafito. No obstante, este procedimiento es muy sensible al potencial 

aplicado, ya que la electrodeposición a 1.0 V (vs. Ag/AgCl/NaCl sat) produce un 

polímero aislante debido a la degradación oxidativa del anillo porfirínico.69  

 La cantidad de hemina inmovilizada sobre los diferentes electrodos es muy 

variable, y depende en gran medida del protocolo de inmovilización (Tabla 1). 

Koplin y Swofford70 determinaron una concentración superficial máxima de la hemina 

adsorbida sobre un electrodo de mercurio igual a 7.5·10-11 mol cm-2, que corresponde con 

el valor esperado para una orientación de la hemina paralela a la superficie del electrodo 

(2.38 nm2 por molécula). Este valor fue utilizado por muchos autores como referencia 

para determinar si la cantidad de hemina adsorbida sobre electrodos sólidos es inferior o 

superior a una monocapa.54,68,71 Sin embargo, casi dos décadas más tarde, el trabajo de 

Tao et al.72 mostró evidencias de que la hemina se adsorbe formando una monocapa 

compacta con una concentración superficial máxima de 1.1·10-10 mol cm-2, que 

corresponde a una orientación inclinada, con un ángulo de 70-80o entre el plano del anillo 

y la normal de la superficie.73 

Tabla 1. Parámetros característicos de la transferencia electrónica de la hemina 

inmovilizada.  

Electrodo Inmovilización Electrolito Γa 

(pmol cm-2) 

Ep,m
b 

(V) 
ks

c 

(s-1) 

PG47  Fisisorción 0.5 M BFS 150 -0.376 4900 
GC/SWCNTs48 Fisisorción 0.1 M BFS - -0.300 - 
PG54  Fisisorción 0.2 M BFS 450 -0.350 15 
Au/His55 Coordinación  

N-Fe 
25 mM 
HEPES 

250 -0.350 - 

Au/AHT55 Covalente 25 mM 
HEPES 

22 -0.350 - 

Au/AHT:ODT55 Covalente 25 mM 
HEPES 

4.5 -0.350 - 

SG/SWCNTs@nafion56  Encapsulamiento 0.1 M BFS 8220 -0.500 4.9 
CP57 Encapsulamiento 0.1 M BFS - -0.390 - 
PG58 Fisisorción 10 mM Tris 

cloruro 
1100 -0.346 - 

SG59 Fisisorción 0.1 M BFS 76500 -0.330 - 
GC60 Fisisorción 0.1 M BFS 915 -0.350  
GC/Dim60 Fisisorción 0.1 M BFS 800 -0.349 0.6 
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Electrodo Inmovilización Electrolito Γa 

(pmol cm-2) 

Ep,m
b 

(V) 
ks

c 

(s-1) 

GC/Den60  Fisisorción 0.1 M BFS 2300 -0.271 0.3 
GC61 Fisisorción 0.5 M BFS 1700 -0.370 - 
PG62 Fisisorción 0.1 M BFS - -0.350 - 
PG/DDAB62 Fisisorción 0.1 M BFS - -0.150 - 
AGF63 Covalente 0.2 M BFS - -0.202 3.4 
HOPG68,69 Electro-

polimerización 
0.1 M 

Na2B4O7 
~20000 -0.356 - 

DME70 Fisisorción 60% 
EtOH:H2O  

76 -0.173 - 

BPG71  Fisisorción 50 mM BFS 83 -0.364 160 
HOPG73 Fisisorción 0.1 M 

Na2B4O7 
77 -0.330 - 

CF74  Fisisorción 0.1 M 
BFS/BCS 

30 -0.345 8.6 

Au/L-cys75  Fisisorción 0.1 M BFS - -0.070 0.65 
GC/CNF76 Fisisorción 0.1 M BFS 14000 -0.429 10 
GC/SWCNTs76 Fisisorción 0.1 M BFS 7800 -0.430 0.004 
GC/ERGO-AuNPs77 Fisisorción 0.1 M BFS 102000 -0.350 - 
Au/Cyst78 Covalente 0.1 M 

NaClO4/ 
DMSO 

10 -0.156 - 

GC79 Fisisorción 0.2 M BFS 150 -0.283 - 
aEstimado de la carga bajo el pico voltamétrico 
bPotencial referido al electrodo de Ag/AgCl/NaCl sat para pH 7.0 
cDeterminado a partir de la variación de la separación de pico anódico y catódico con la velocidad de 
barrido 
PG, grafito pirolítico; GC, grafito vítreo; SWCNTs, nanotubos de carbono de una lámina; Au, oro; His, 
histidina; AHT, 6-amino-1-hexanotiol; ODT, octadecanotiol; SG, grafito espectral; CP, polvo de carbón; 
Dim, dímero G-0 de N-(2,4,6-triamino-1,3,5-triazina)melanina; Den, dendrímero G-2 de 
N-(2,4,6-triamino-1,3,5-triazina)melanina; DDAB, bromuro de didodecildimetilamonio; AGF, fieltro de 
grafito aminado; HOPG, grafito pirolítico altamente orientado; DME, electrodo de gota de mercurio; 
BPG, grafito pirolítico basal; CF, fieltro de carbono; L-cys, L-cisteína; CNF, nanofibras de carbono; 
ERGO, oxido de grafeno electroquímicamente reducido; AuNPs, nanopartículas de oro; Cyst, cisteamina; 
BFS, búfer fosfato sódico; HEPES, ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfónico; Tris cloruro, 
cloruro de tris(hidroximetil)aminometano; EtOH, etanol; BCS, buffer citrato sódico; DMSO, 
dimetilsulfóxido. 

 

 b) Electroquímica en DMSO 

 Como se ha descrito anteriormente, la respuesta electroquímica de la hemina en 

disolución acuosa presenta una onda voltamétrica correspondiente a la conversión redox 

FePP(III)/FePP(II) que tiene lugar en el átomo de hierro central. Sin embargo, 

Tieman et al.80 han descrito la presencia de dos ondas voltamétricas en dimetilsulfóxido. 

Una a -0.12 V (vs. Ag/AgCl/NaCl sat), que atribuyeron a la conversión redox 
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FePP(III)/FePP(II), y otra a -1.25 V (vs. Ag/AgCl/NaCl sat), que atribuyeron a la 

conversión redox FePP(II)/FePP(I). Estos autores consideraron que la estabilización de la 

especie Fe(I) se debía a la coordinación del átomo de hierro con el dimetilsulfóxido. 

 

 1.5. Acoplamiento de las transferencias eletro-protónicas en la hemina  

 Muchas reacciones de transferencia electrónica que operan en las proteínas van 

acompañadas de intercambios protónicos entre el grupo ácido/base de la proteínas y 

especies dadoras/aceptoras de protones presentes en la disolución. Estos procesos, 

denominados PCET (por las siglas en inglés proton-coupled eletron transfer) están 

presentes en muchos sistemas biológicos, como por ejemplo la reducción de O2 a H2O 

llevada a cabo por el citocromo c oxidasa acoplada a una bomba de protones 

transmembrana presente en la mitocondria. En dicho proceso están implicados 4 H+ y 4 e- 

de forma que por cada electrón que toma el centro activo de la enzima, un protón pasa a 

través de la membrana, siendo este proceso crítico en la cadena transportadora de 

electrones y protones. Sin embargo, en muchos casos, estos procesos no se aprecian e 

incluso se desconocen. Actualmente existe un gran interés en el estudio de los procesos 

PCET, dada su ubicuidad en los sistemas químicos y biológicos.81 

 Ksenzhek y Petrova82 fueron los primeros en estudiar la dependencia del potencial 

de reducción de la hemina adsorbida en un electrodo con el pH. La curva de valoración 

que obtuvieron presenta cuatro tramos con diferentes pendientes (Figura 1.9), que reflejan 

el acoplamiento de la transferencia electrónica con procesos de 

protonación/desprotonación, en los que se intercambian un número variable de protones. 
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 El primer tramo (pH < 4.65), donde el potencial medio es independiente del pH, 

se atributó a la conversión Fe(III)/Fe(II) de la hemina manteniendo las dos moléculas 

agua coordinadas al hierro en su estado neutro:  

[H2O-Fe(III)-OH2]+  +   e-   ⇌   [H2O-Fe(II)-OH2]                         (1.1) 

 El segundo tramo (4.65 < pH < 8.35), con una pendiente de ~ -59 mV por unidad 

de pH, se atribuyó a la conversión redox entre el acuohidroxo complejo de la hemina 

oxidada y bi(acuo) complejo de la hemina reducida con el consiguiente intercambio de un 

protón:  

[H2O-Fe(III)-OH]  +   e-   +  H+  ⇌   [H2O-Fe(II)-OH2]                    (1.2) 

 El tercer tramo (8.35 < pH < 9.65), con una pendiente más pequeña que el tramo 

anterior, se atribuyó al acoplamiento de la transferencia electrónica del acuo(hidroxo) 

compejo de la hemina oxidada con su dimerización, y protonación del ligando hidroxilo: 

2 [H2O-Fe(III)-OH]  +  2 e-  +  H+  ⇌  [HO2-Fe(II)-(H2O)-Fe(II)-OH]-  +  H2O    (1.3) 

 

 

Figura 1.9. Dependencia del potencial medio con el pH de la hemina sobre grafito 
obtenida por Ksenzhek y Petrova.82 
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 Para el último tramo (pH > 9.65), con una pendiente de ~ -59 mV por unidad de 

pH, se atribuyó a la transferencia 2e-/2H+ del tris(hidroxi) complejo de la hemina 

dimérica oxidada: 

[HO-Fe(III)-(OH)-Fe(III)-OH]- + 2e- + 2H+ ⇌  [HO2-Fe(II)-(H2O)-Fe(II)-OH]- (1.4) 

 Posteriormente, Shigehara y Anson83 presentaron una curva de valoración que 

difiere de la anteriormente descrita en la extensión de los cuatro tramos. (Figura 1.10, 

panel izquierdo).  

 

 En los intervalos de pH de 2.5<pH<5.5 y 8.5<pH<13, el potencial medio varia 

linealmente con el pH con una pendiente de - 60 mV pH-1, que atribuyeron a las 

siguientes transferencias de 1e-/1H+: 

[Fe(III)-OH]   +   e-   +   H+   ⇌   Fe(II)   +   H2O                   (1.5) 

para pH entre 2.5 y 5.5, y  

[HO-Fe(III)-OH]-   +   e-   +   H+   ⇌   [Fe(II)-OH]-   +   H2O            (1.6) 

      

 

Figura 1.10. Curvas de valoración de la hemina adsorbida sobre grafito pirolítico 
obtenidas por Shigehara y Anson83 (panel izquierdo) y adsorbida sobre grafito vítreo en 
presencia de disoluciones de SDS (), TX-100 () y CTAB () obtenidas por 
Das y Medhi84 (panel derecho).  
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para pH por encima de 8.5. Mientras que en rango de pH comprendido entre 5.5<pH<8.5, 

el potencial medio es independiente del pH, indicando que tiene lugar una transferencia 

electrónica simple sin cambio en el estado ácido/base de la hemina. 

 Una década más tarde, Das y Medhi84 estudiaron la dependencia del potencial de 

reducción de la hemina con el pH en presencia de disoluciones de tensioactivos, 

observándose una dependencia del potencial medio con el pH cuando el medio contiene 

SDS o TX-100 (Figura 1.10, panel derecho), y una invariabilidad del mismo en presencia 

de CTAB. Estos autores propusieron que la transferencia protónica acoplada a la 

transferencia electrónica se debe a uno de los grupos propiónicos del anillo porfirínico, 

que al interaccionar con la molécula de CTAB y formar un par iónico pierde su capacidad 

de protonación. Los valores de pKa correspondientes a las reacciones (1.7) y (1.8), 

determinados en presencia de SDS son 3.2 y 4.5 para las especies oxidada y reducida, 

respectivamente; mientras que en presencia de TX-100 los correspondientes valores son 

3.5 y 4.4.  

[(..Fe(III)..)-COOH](H2O)2   ⇌   [(..Fe(III)..)-COO-](H2O)2   +   H+      (1.7) 

[(..Fe(II)..)-COOH](H2O)2   ⇌   [(..Fe(II)..)-COO-](H2O)2   +   H+       (1.8) 

 Con el objetivo de dilucidar los grupos ionizables están involucrados en el 

proceso de transferencia electrónica de la hemina, Pilloud et al.85 estudiaron el efecto del 

pH en la respuesta voltamétrica de la hemina (FePP) y de su derivado doblemente 

esterificado (FePPDME), en el estado inmovilizado sobre una monocapa autoensamblada 

de dimercaptoalcano (Figura 1.11). La similitud de las curvas de valoración obtenidas 

para estas dos porfirinas, puso de manifiesto que las moléculas de agua coordinadas al 

átomo de hierro son las responsables del intercambio protónico acoplado a la 

transferencia electrónica. Estos autores propusieron los siguientes equilibrios ácido/base: 

Fe(III)PPIX(H2O)2   ⇌   Fe(III)PPIX(OH)(H2O)   ⇌   Fe(III)PPIX(OH)2     (1.9) 

Fe(II)PPIX(H2O)2   ⇌   Fe(II)PPIX(OH)(H2O)   ⇌   Fe(II)PPIX(OH)2       (1.10) 

Cuyos valores de pKa se muestran en la Tabla 2  
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 De Groot y Koper62 estudiaron la respuesta voltamétrica en función del pH para 

diferentes protoporfirinas IX (Fe, Mn, Co, Cr) sobre un electrodo de grafito pirolítico 

(Figura 1.12(a)). Las curvas de valoración de las diferentes metaloporfirinas mostraron un 

comportamiento similar en la zona ácida, con un pKa ≈ 4 para su forma oxidada, que 

atribuyen a la ionización de la molécula de agua que coordina al centro metálico, de 

acuerdo con estudios previos.83,85 Basados en estos resultados, estos autores propusieron 

un diagrama de Pourboix para los diferentes estados redox y de protonación de la hemina 

inmovilizada sobre grafito, mostrado la Figura 1.12(b). 

 Como resumen, la Tabla 2 muestra los valores de los pKa descritos en la 

bibliografía para los estados oxidado y reducido de diferentes porfirinas de hierro 

inmovilizadas sobre electrodos, observándose una dispersión significativa que refleja la 

diversidad de factores que controlan sus propiedades ácido/base. Es previsible que la 

contribución relativa de estos factores varíe con las distintas condiciones experimentales, 

contribuyendo así a su dispersión. 

 

 

 

Figura 1.11. Dependencia del potencial medio con el pH de FePP () y FePPDME () 
adsorbidos sobre oro modificado con una monocapa autoensamblada de 
mercaptoalcanos.85 
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Figura 1.12. a) Dependencia del potencial medio con el pH para protoporfirinas IX de 
Cr(), Mn(), Fe() y Co() adsorbidas sobre grafito pirolítico y para protoporfirina IX de 
Fe() inmovilizada sobre oro modificado con una monocapa autoensamblada de 
mercaptoalcanos. b) Diagrama de Pourboix propuesto para las diferentes especies de 
protoporfirina IX de hierro (hemina) inmovilizada sobre grafito.62 
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Tabla 2. Valores de pKa de los grupos ionizables indicados de protoporfirinas de hierro 

(Fe(III)PPIX) y derivados descritos en la bibliografía. 

Protoporfirina Electrolito pKa(ox) pKa(red) Grupo ionizable 

Fe(III)PPIX en disolución34 BFS/EtOH 6.5 
~13 

- 
- 

H2O axial  
H2O axial adicional 

Fe(III)PPIX en disolución 
[Fe(III)PPIX]2 en disolución29 
 

HEPES 
HEPES 

7.3 
6.2 
8.5 

- 
- 
- 

H2O axial 
H2O axial 

H2O axial adicional 
Fe(III)OEtPP en disolución86 SDS 4.8 

5.6 
- 
- 

H2O axial (exterior)* 
H2O axial (interior)* 

[Fe(III)(2-TPyP)]+ en disolución87 BFS 5-6 
11 

- 
- 

H2O axial 
H2O axial adicional 

[Fe(III)(TMPyP)]2O en disolución49 BRB 8.5 - H2O axial 
Fe(III)PPIX sobre Au/SAM88 BFS 3.5 7.7 H2O axial 
Fe(III)PPIX sobre Au/SAM85 
 
Fe(III)PPIX·DME sobre Au/SAM85 
 

BFS 
 

BFS 

4.2 
8.0 
4.4 
7.9 

7.2 
>14 
6.8 
>14 

H2O axial 
H2O axial adicional 

H2O axial 
 

Fe(III)PPIX sobre GP62 BFS 4.0 - H2O axial 
Fe(III)(TMPyP) sobre GC49 BRB 5.0 7.0 H2O axial 
Fe(III)PPIX·MME en disolución89 MeIm 21.1 - Grupo propiónico 
Fe(III)PPIX sobre GCD84 SDS 

TX-100 
3.2 
3.5 

4.5 
4.4 

Grupo propiónico 
Grupo propiónico 

Cálculos DFT40            Fe(III)PPIX 
 
                            Fe(III)PPIX·(OH) 
 
                          Fe(III)PPIX·(H2O) 
 
                         Fe(III)PPIX·(H2O)a 
                         Fe(III)PPIX·(H2O)b 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

4.3 
5.5 
4.2 
6.4 
4.3 
5.6 
7.7 
8.3 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

Grupo propiónico 1 
Grupo propiónico 2 
Grupo propiónico 1 
Grupo propiónico 2 
Grupo propiónico 1 
Grupo propiónico 2 

H2O axial 
H2O axial 

*exterior, valor para la ionización fuera de una micela de SDS; interior, valor dentro de la micela. 
aProtoporfirina con los grupos propiónicos protonados;  
bProtoporfirina con los grupos propiónicos desprotonados.  
Fe(III)OEtPP, octaetilporfirina de hierro(III); [Fe(III)(2-TPyP)]+, meso-tetrakis(2-pyridyl)porfirina de 
hierro(III); Fe(III)(TMPyP), meso-tetrakis(N-metil-4-piridil)porfirina de hierro; Fe(III)PPIX·DME, 
protoporfirina IX dimetiléster de hierro(III); Fe(III)PPIX·MME, protoporfirina IX monometilester de 
hierro(III); Au/SAM, monocapa autoensamblada sobre oro; GC, carbono vítreo; GP, grafito pirolítico; GCD, 
disco de grafito vítreo; BFS, buffer fosfato sódico, EtOH, etanol; HEPES, ácido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfónico; SDS, dodecilsulfato sódico; TX-100, triton X-100; BRB, Buffer Britton-Robinson; 
MeIm, N-metilimidazol. 
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 1.6. Potencial redox de las hemoproteínas 

 Las hemoproteínas se han formado a partir de diferentes tipos de grupos hemo 

(protoporfirinas de hierro), que se diferencian en la naturaleza de los sustituyentes β del 

anillo porfirínico. La dispersión de los valores de sus potenciales redox, que se extiende 

hasta un intervalo de 1 V, refleja la diversidad de factores que contribuyen a la estabilidad 

relativa de los estados férrico y ferroso del centro metálico. Estos factores incluyen:90,91  

a) La tipología del grupo hemo, donde se ha observado que los citocromos con el 

hemo c presentan valores más extremos (bajos o altos) del potencial redox que los 

citocromos portadores del hemo b, sin que todavía se haya establecido una relación 

causativa. En este contexto, Zhuang et al.92 han puesto de manifiesto que la 

acetilación de la hemina produce un aumento de su potencial redox de ~ 160 mV. 

b) Los ligandos axiales que coordinan al centro metálico, donde se ha puesto de 

manifiesto que de los dos ligandos axiales más comunes en los citocromos (histidina 

y metionina), la metionina aumenta el potencial redox del grupo hemo entre 100 y 

200 mV con respecto a la histidina, debido a su mayor afinidad por el estado ferroso 

del centro metálico axial.93,94 Asimismo, se ha puesto de manifiesto que la 

coordinación axial de hemocomplejos con ácidos carboxílicos y alcoholes produce 

un aumento lineal de su potencial redox con el pKa del ligando.95  

c) Las interacciones con la segunda esfera de coordinación, que afectan a la unión de 

los ligandos axiales con el centro metálico, mediante una modificación de las 

propiedades electrónicas de dichos ligandos. Así por ejemplo, Bowman et al.96 han 

puesto de manifiesto que el fortalecimiento del puente de hidrógeno entre la histidina 

axial y un grupo carbonilo de la envoltura peptídica mutada produce una 

disminución del potencial redox de ~ 100 mV. 

d) La accesibilidad del disolvente al grupo hemo, que está limitada por la baja 

constante dieléctrica de las proteínas. En general, la hidrofobicidad de la envoltura 

peptídica se traduce en un aumento del potencial redox de las hemoproteínas de 

hasta 240 mV, debido a la desestabilización de su estado férrico con respecto al 

ferroso.97,98  
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e) Las interacciones electrostáticas con las cargas locales, que afectan a la estabilidad 

de los estados de oxidación del centro metálico. Así por ejemplo, la mutación de una 

tirosina por una lisina en el citocromo c produce un aumento de su potencial, debido 

a la neutralización de las cargas negativas de los residuos propiónicos del anillo 

porfirínico por las cargas positivas de las lisinas, que desestabilizan el estado férrico 

del grupo hemo.99  

f) La distorsión del grupo hemo, que afecta a su estructura electrónica debido a una 

menor deslocalización de los electrones π.100 Olea et al.101 han puesto de manifiesto 

que una disminución de la planaridad del cofactor hemo provoca un incremento del 

potencial redox de la hemoproteína H-NOX (abreviatura de heme 

nitric-oxide/oxygen binding protein).  

 Además de los factores anteriores, cuando las hemoproteínas se encuentran en el 

estado inmovilizado, sus potenciales redox pueden variar con la tipología de la superficie 

y el protocolo de inmovilización (Figura 1.13), debido a la presencia de  interacciones 

específicas entre la proteína y los componentes de la superficie, que pueden inducir 

orientaciones preferenciales o cambios conformacionales de las proteínas.47,102–115 
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Figura 1.13. Potenciales redox de hemoproteínas inmovilizadas en diferentes superficies 
electródicas. Cyt, citocromo; Hb, hemoglobina; HRP, peroxidasa del rábano; 
Mb, mioglobina; MP-8, microperoxidasa 8; MP-11, microperoxidasa 11. Electrodos: 
Au, oro; GC, carbón grafito; PG, grafito pirolítico; SPG, grafito espectroscópico. 
4-MPy, monocapa de 4-mercaptopiridina; AQ, película polimérica comercial; 
AuNPs, nanopartículas de oro; Au col, oro coloidal; CP, polvo de carbono; 
DMPC, monocapa de dimiristoil fosfatidilcolina; L-Cys,  monocapa de cisteína; 
MV, monocapa de metil-viologeno. 
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 2.1. Caracterización electroquímica 

 2.1.1. Reactivos y preparación de disoluciones 

 Las porfirinas utilizadas en el presente trabajo han sido hemina (de origen bovino, 

Sigma-Aldrich, 90%), hematina (de origen porcino, Sigma-Aldrich) y cloruro de 

2,3,7,8,12,13,17,18-Octaetil-21H,23H-porfina de hierro (III) (Sigma-Aldrich). Las 

disoluciones de estas porfirinas se prepararon utilizando dimetilsulfóxido (Sigma-Aldrich, 

≤ 0.02% de agua) como disolvente  

 Todas las disoluciones de trabajo, se han preparado con agua ultrapura 

(resistividad 18 MΩ cm) obtenida a partir de un dispositivo Milli-Q® de la casa 

comercial Merck. Las disoluciones tampón electrolíticas empleadas en este trabajo se han 

preparado a partir de ácido fosfórico (Sigma-Aldrich, 85%), fosfato de sodio monobásico 

dihidrato (Fluka, 99%), fosfato de sodio dibásico anhidro (Fluka, 99.5%), ácido acético 

(Sigma-Aldrich, 99.8%) y acetato sódico (Sigma-Aldrich, 99%). Las disoluciones 

fuertemente ácidas o básicas se han preparado mediante adición de ácido clorhídrico 

(Merck, 35%) e hidróxido sódico (Fluka, 98%), respectivamente. La fuerza iónica de las 

disoluciones tampón se ha fijado con cloruro sódico (Fluka, 99.5%). 

 Los ácidos orgánicos utilizados en la presente Tesis han sido ácido fórmico 

(Panreac, 85%), ácido acético (Sigma-Aldrich, 99.8%), ácido propiónico (Panreac, 98%) 

y ácido butírico (Merck, 99%). 

 Los alcoholes utilizados en la presente Tesis han sido etanol absoluto para 

análisis (Merck), 1-propanol (Sigma-Aldrich, 99%), 1-butanol (Sigma-Aldrich, 99.9%), 

1-pentanol (Sigma-Aldrich, 99%), 1-hexanol anhidro (Sigma-Aldrich, 99%) y 1-heptanol 

(Sigma-Aldrich, 98%). 
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 2.1.2. Construcción y preparación del electrodo de trabajo 

 El electrodo de trabajo utilizado para las medidas electroquímicas ha sido un 

electrodo de fabricación casera de grafito pirolítico altamente orientado (Figura 2.1). El 

cuerpo del electrodo está formado por una barra de Nylon de 10 cm de largo y 1.5 cm de 

diámetro, que contiene en su interior una barra de cobre de 1 mm de diámetro, y un 

conector en la parte superior. La punta del electrodo que contiene el material electródico 

está formado por una barra de polímero PEEKTM inerte al medio de 3 cm de largo y 

1.5 cm de diámetro. Por un extremo de la punta se mecaniza un orificio circular donde se 

embute, a presión, un cilindro de 0.5 cm de largo de grafito pirolítico altamente orientado, 

de modo que expone el borde de los planos de grafito con un área geométrica circular de 

0.07 cm2. Por el otro extremo de la punta se coloca un vástago de cobre adherido al 

cilindro de grafito por una resina epoxi conductora de plata. 

 

 Para la preparación de una superficie electródica nueva, el electrodo de grafito se 

pule con papel de lija de agua abrasivo CarbiMetTM Grit 600 (de BUEHLER) en una 

pulidora de agua Metaserv 2000 Grinder/Polisher de la misma marca a 50 r.p.m. durante 

unos segundos, se lava vigorosamente con agua Millipore y se seca. La inmovilización de 

la porfirina sobre la superficie del grafito se lleva a cabo por fisisorción, depositando una 

gota de 10 μL de una disolución 10 μM de hemina en DMSO durante 5 minutos. A 

continuación, se lava el electrodo con DMSO, etanol al 96% y agua ultrapura. 

 

 

 

 

Figura 2.1. Imagen del electrodo de grafito pirolítico altamente orientado de fabricación 
casera utilizado en la presente Tesis. 
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 2.1.3. Medidas electroquímicas 

 Las medidas se han realizado con un potenciostato Autolab PGSTAT30 Eco 

Chemie BV, controlado con un ordenador personal equipado con el software “General 

Purpose Electrochemical System (GPES v. 4.8)” para la técnica de voltametría cíclica y 

“Frecuency Response Analyser (FRA v. 4.8)” para la técnica de espectroscopia de 

impedancia electroquímica, en una celda electroquímica de vidrio convencional (de 

Metrohm) de tres electrodos, equipada con una entrada de gas y con una camisa para 

termostatizar la disolución electrolítica (Figura 2.2). Los electrodo empleados en las 

medidas electroquímicas han sido un electrodo de grafito pirolítico, un electrodo de 

referencia Ag/AgCl/NaCl(sat) y un electrodo auxiliar de barra de platino. Para registrar el 

pH de la disolución durante las medidas electroquímicas, se incluye en la celda 

electroquímica un electrodo de vidrio combinado conectado a un pH-metro Orion Star 

A111. 

 

 Antes de realizar las medidas electroquímicas, la disolución de trabajo (25 mL) se 

termostatiza a 25oC y se desoxigena haciendo pasar por ella una corriente de argón 

durante 30 min. 

 

 

Figura 2.2. Esquema de la celda electroquímica utilizada. Elementos dentro de la celda de 
izquierda a derecha: capilar de entrada de gas inerte, electrodo auxiliar de barra de platino, 
electrodo de trabajo de grafito pirolítico, electrodo de referencia Ag/AgCl/NaCl sat y 
electrodo de vidrio combinado para la medida de pH. 
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 2.2. Técnicas electroquímicas 

 2.2.1. Voltametría cíclica (CV) 

 La voltametría cíclica es una de las técnicas electroquímicas más usadas para 

obtener información cuantitativa sobre reacciones electroquímicas. Esto se debe a que 

proporciona una gran cantidad de información de manera rápida sobre la termodinámica y 

cinética de la reacción de transferencia electrónica heterogénea y sobre reacciones 

químicas o procesos de adsorción que se encuentren acoplados. Esta técnica consiste en 

registrar la variación de la corriente eléctrica al aplicar, al electrodo de trabajo, un barrido 

lineal de potencial de manera cíclica, desde un valor de potencial (Ei) hasta otro (Ef) a una 

velocidad de barrido de potencial constante (v) (Figura 2.3(a)). De este modo, el potencial 

(E) en función del tiempo (t) viene dado por iE E vt= −  en el barrido catódico, y 

iE E vt= +  en el barrido anódico. La velocidad de barrido se puede variar haciendo que 

el ciclo se realice en una escala de tiempo mayor o menor. Durante el barrido de 

potencial, la intensidad de corriente que fluye por el sistema queda registrada en una 

gráfica que se denomina voltagrama cíclico. La Figura 2.3(b) muestra el voltagrama 

cíclico obtenido para una pareja redox reversible durante un ciclo de potencial, donde la 

forma oxidada se encuentra presente inicialmente. 

 

 

 

Figura 2.3. (a) Esquema potencial-tiempo para un barrido de potencial en un experimento de 
voltametría cíclica. (b) Voltagrama cíclico típico para un proceso redox reversible 
O + ne-  R . 
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 El voltagrama se caracteriza por una onda voltamétrica formada por un pico 

catódico (en el barrido de ida) y un pico anódico (en el barrido de vuelta) que 

corresponde a las reacciones heterogéneas de reducción y oxidación, respectivamente. 

Además, el voltagrama registra dos tipos de corrientes, una de tipo faradaica (pico 

voltamétrico) la cual involucra el proceso redox de transferencia de carga, y una corriente 

capacitativa o no faradaica, como consecuencia de la carga acumulada en la doble capa 

electrificada. De esta forma, para el análisis de los picos voltamétricos se elimina la 

contribución de la corriente capacitativa mediante una corrección de línea base sobre el 

pico. 

 Del análisis de los picos voltamétricos corregidos se obtienen parámetros 

electroquímicos característicos tales como el potencial de pico catódico y anódico (Epc y 

Epa), la separación entre ambos (ΔEp), la anchura a mitad de la altura del pico (FWHM), 

la carga eléctrica transferida en el proceso electródico (Q), obtenida por integración del 

área del pico voltamétrico, el potencial estándar de la conversión redox de la especie 

electroactiva (E1/2), el cual se obtiene a partir de la semisuma de los potenciales de pico 

anódico y catódico, y las intensidades de pico catódico y anódico (Ipc e Ipa). 

 Todos estos parámetros electroquímicos proporcionan información cualitativa y 

cuantitativa de la termodinámica y la cinética del proceso electródico. Así, para un 

proceso de transferencia electrónica rápida reversible, la intensidad del pico catódico y 

anódico son iguales (Ipc = Ipa) y los valores de Epc y Epa no varían con la velocidad de 

barrido de potencial. Mientras que para un proceso lento, típico de sistemas irreversibles, 

de forma cualitativa se observan picos voltamétricos de baja intensidad y una gran 

separación entre los picos catódico y anódico. Por otro lado, se pueden identificar de 

manera cualitativa otros procesos químicos acoplados a la transferencia electrónica, de 

forma que la pérdida de asimetría entre los picos anódico y catódico al aumentar la 

velocidad de barrido son característicos de procesos redox con etapas químicas acopladas, 

o picos voltamétricos cuyas intensidades aumentan a medida que se realizan los ciclos de 

barrido de potencial son indicadores de un proceso de adsorción.1  
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 En la presente Tesis Doctoral se ha estudiado en profundidad la respuesta 

voltamétrica de la hemina inmovilizada sobre un electrodo de grafito pirolítico. La 

respuesta voltamétrica para especies electroactivas confinadas en superficies electródicas 

muestra unas características diferentes a aquellas obtenidas para especies electroactivas 

en disolución. Así, la relación entre la intensidad de corriente y el potencial aplicado para 

una respuesta voltamétrica ideal de una especie redox confinada en la superficie viene 

dada por la ecuación:2 

 

0
2 2

2

0

exp ( )

1 exp ( )

nF
E E

n F vA RT
i

RT nF
E E

RT

 −   =
  + −  

  

  (2.1) 

donde n es el número de electrones intercambiado por cada molécula en el proceso redox, 

F (96485 C mol-1) la constante de Faraday, R (8.314 J mol-1 K-1) la constante universal de 

los gases, T la temperatura absoluta, v la velocidad de barrido, A el área de la superficie 

del electrodo expuesta a la disolución, E0 el potencial estándar formal de la conversión 

redox de la especie electroactiva y Γ la concentración superficial de la especie 

electroactiva. La Figura 2.4 muestra el voltagrama teórico (corregido de la componente 

capacitativa) para una especie electroactiva utilizando los siguientes valores de los 

parámetros característicos del sistema experimental n = 1, E0 = 0 V, Γ = 10-10 mol cm-2, 

T = 298 K, A = 0.314 cm-2, y v = 0.1 V s-1.  Como se puede observar, el voltagrama 

ideal para una transferencia electrónica reversible de una especie redox confinada se 

caracteriza por picos voltamétricos simétricos (Ipc = Ipa) con una separación entre ambos 

de ΔEp = 0 y una anchura a mitad de altura del pico FWHM = 90.6/n mV para una 

temperatura de 25oC. 
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 2.2.2. Espectroscopia de impedancia electroquímica (EIS) 

 En técnicas como la voltametría cíclica, el barrido de potencial lleva al sistema a 

una situación lejos del equilibrio, lo que se traduce en una respuesta transitoria. Por el 

contrario, la técnica de espectroscopia de impedancia electroquímica, conocida como EIS 

por sus siglas en inglés, es una técnica que nos permite estudiar un sistema a partir de la 

respuesta que se obtiene al aplicar sobre éste un pulso de potencial de baja amplitud en 

corriente alterna de manera periódica hasta llegar al estado estacionario.  

 Esta técnica presenta ventajas como i) medidas de alta precisión ya que la 

respuesta debe ser estacionaria, ii) medidas cerca del estado de equilibrio, lo que no 

requiere un conocimiento detallado del comportamiento de la curva i-E en amplios rangos 

de sobrepotencial, y iii) medidas en un rango de tiempo amplio. Es por ello que la 

impedancia nos permite desacoplar el efecto del potencial y de la escala de tiempo, 

separando de forma más rigurosa las componentes faradaica y no faradaica. El análisis de 

la respuesta del sistema nos da información sobre la interfase electrodo-disolución, su 

estructura y las reacciones que tienen lugar en ella. A pesar de ser muy sensible, es una 

técnica complementaria, ya que para resolver los procesos interfaciales que tienen lugar 

es necesario el uso de otras técnicas.2  

 

 

Figura 2.4. Voltagrama cíclico teórico para una especie redox confinada en la superficie. 
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 La técnica de impedancia electroquímica (EIS) consiste en la aplicación de una 

perturbación senoidal de potencial eléctrico de frecuencia variable al sistema estudiado y 

el registro de la respuesta en corriente dentro de una celda electroquímica. La impedancia 

es una medida de la oposición que presenta un circuito eléctrico al paso de la corriente 

cuando se aplica una diferencia de potencial en circuitos de corriente alterna. 

 Para comprender la teoría que soporta la técnica de EIS, es necesario describir la 

corriente y el potencial como vectores giratorios, los cuales pueden ser representados por 

las siguientes expresiones: 

 ( ) sen( )acE t E t=  (2.2) 

 ( ) sen( )acI t I t = +   (2.3) 

donde E(t) e I(t) son los valores instantáneos de potencial e intensidad de corriente, Eac e 

Iac la amplitud máxima y ω es la frecuencia angular (ω = 2πf). En el caso de la corriente, 

φ es el ángulo que separa a los vectores giratorios, dando lugar a señales sinusoidales de 

misma frecuencia pero fase diferente (Figura 2.5). 

 

 En este caso, la resistencia del sistema es una magnitud compleja que se 

denomina impedancia (Z), de tal manera que la relación entre la corriente y el potencial 

viene dada por una expresión análoga a la ley de ohm en circuitos de corriente continua: 

 

 

Figura 2.5. Representación gráfica de E(t) e I(t) en función del tiempo. 
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 ( ) · ( )E t Z I t=   (2.4) 

Por tanto la impedancia vendrá dada por la expresión: 

 
sen( )

sen( )
ac

t
Z Z

t


 

=
+

  (2.5) 

donde Zac es la impedancia máxima. 

 Para un sistema concreto, la impedancia se expresa como combinación de las 

impedancias de los elementos que forman el circuito equivalente, ya sea en serie, en 

paralelo o una combinación de ambos. Si los elementos se encuentran en serie, la 

corriente que fluye por ambos es la misma y la diferencia de potencial total será la suma 

de cada una de ellos, por lo que la impedancia total será suma de la impedancia de cada 

elemento (Figura 2.6(a)). Si por el contrario, los elementos se encuentran en paralelo, la 

corriente que fluye por el sistema es suma de la corriente de ambos y la diferencia de 

potencial de cada elemento será la misma que la total, por lo que la impedancia total será 

el inverso de la suma de los inversos (Figura 2.6(b)).3  

 

 Al ser la impedancia un número complejo, se puede representar tanto en 

coordenadas cartesianas como polares. La relación entre la forma polar y la forma 

cartesiana viene dada por las siguientes expresiones:4 

 ( )cos senr iZ Z jZ Z j = + = +   (2.6) 

 

 

Figura 2.6. (a) Esquema y ecuación de la impedancia para un circuito con dos elementos en 
serie, y (b) con dos elementos en paralelo. 
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2 2
r iZ Z Z= +   (2.7) 

 arctg i

r

Z

Z


 
=  

 
  (2.8) 

donde Zr y Zi son las componentes real e imaginaria, respectivamente, de la impedancia y 

j el número imaginario ( )1j = − . 

 Existen dos formas de representar gráficamente los resultados de impedancia 

obtenidos de un ensayo de EIS: i) Diagrama de Nyquist, donde se representa la parte 

imaginaria de la impedancia multiplicada por -1 (Zi), frente a la parte real (Zr) y 

ii) Diagrama de Bode, donde se representan el logaritmo del módulo de la impedancia 

(log |Z|) y el desfase (φ) en función del logaritmo de la frecuencia (log f) (Figura 2.7). 

 

 Los espectros obtenidos mediante esta técnica suelen ser analizados por 

comparación con la respuesta que se obtendría para un circuito eléctrico formado por 

combinación de distintos componentes, tales como resistencias (R), condensadores (C), 

inductores (L) o elementos de fase constante (Q). A estos circuitos se les denomina 

“circuitos eléctricos equivalentes”.5 La expresión de la impedancia para los elementos 

más utilizados en los circuitos equivalentes se muestra en la Tabla 1. 

 

 

Figura 2.7. (a) Diagramas de Nyquist, y (b) de Bode obtenidos para un circuito R(R’C). 
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 En sistemas electroquímicos, los modelos para describir la impedancia pueden ser 

desarrollados a partir de hipótesis basadas en las reacciones químicas, los procesos de 

transferencia de carga y los fenómenos físicos que afectan a la interfase de nuestro 

sistema. Por ejemplo, en el caso de una reacción simple en un electrodo uniformemente 

accesible la impedancia será suma de la impedancia debida a la disolución y de la 

impedancia interfacial. Para un electrolito, la impedancia es la resistencia del mismo, Rs. 

En el caso de la interfase, la impedancia será resultado de la doble capa que se comporta 

como un condensador de carga, Cdl, en paralelo con proceso faradaico que tenga lugar, el 

cual puede ser representado por una resistencia de transferencia de carga, Rct (Figura 2.8). 

Haciendo uso del formalismo de los circuitos eléctricos, la impedancia quedaría 

expresada como3: 

 
1

1s

dl

ct

Z R

j C
R


= +

+
  (2.9) 

Tabla 1. Expresión de la impedancia de los distintos componentes de los circuitos 
equivalentes. 

Elemento Símbolo Z 

Resistencia 
 

R  

Condensador 
 

1

j C
 

Inductor 
 

j L  

Elemento de fase 

constante  

1

( )j Q
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 El uso de esta técnica en la presente Tesis Doctoral ha permitido evaluar el 

comportamiento dieléctrico de la interfase grafito-hemina inmovilizada/disolución en 

diferentes escenarios. Sin embargo, el estudio de la interfase se ha centrado en la zona de 

potencial donde no tiene lugar el proceso de transferencia electrónica, por lo que el 

circuito eléctrico equivalente de la Figura 2.8 se reduce en nuestro sistema a un circuito 

donde la resistencia de la disolución se encuentra en serie con la capacidad de la doble 

capa eléctrica. Sin embargo, la heterogeneidad que presenta la superficie del electrodo en 

este sistema da lugar a la presencia de procesos más lentos con una distribución de 

tiempos de relajación haciendo que el comportamiento de la componente capacitativa se 

desvíe del esperado para un condensador ideal. Habitualmente, este comportamiento se 

describe haciendo uso de un elemento de fase contante, Q6 (Figura 2.9).  

 

 De esta forma, la impedancia para nuestro circuito se describe como: 

 
1

( )
sZ R

j Q


= +   (2.10) 

 

 

Figura 2.9. Circuito eléctrico equivalente para una resistencia en serie con un elemento de 
fase constante. 

 

 

Figura 2.8. Circuito eléctrico equivalente para una reacción simple en un electrodo 
uniformemente accesible. 
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donde Q es el elemento de fase constante que depende de la capacidad de la doble capa y 

α un parámetro que varía entre 0 y 1 y cuantifica la desviación del elemento de fase 

constante con respecto a un condensador puro (α = 1).  

 A partir de la expresión de j en forma polar, ( ) ( )cos / 2 sen / 2j j = + , y la 

fórmula de Moivre, ( )cos( ) sen(x) cos( ) sen(nx)
n

x j nx j+ = + , podemos separar las 

componentes real e imaginaria de la impedancia de la expresión (2.10): 

 

( )cos
2

r sZ R
Q



 


= +   (2.11) 

 

( )sen
2

iZ
Q



 


= −   (2.12) 

Sustituyendo estas expresiones en las ecuaciones (2.7) y (2.8), se obtienen las expresiones 

para el ángulo de fase (φ) y el módulo de la impedancia (log |Z|), los cuales se representan 

frente al logaritmo de la frecuencia (log f) dando lugar a los diagramas de Bode que 

describen nuestro sistema. 

 La Figura 2.10 muestra las predicciones teóricas de la impedancia representada 

en forma de diagramas de Bode para un circuito equivalente RQ. La variación del ángulo 

de fase con el logaritmo de la frecuencia presenta forma sigmoidal, desplazándose la 

curva hacia valores de frecuencias más bajas cuando los valores de la resistencia y/o la 

capacidad aumentan. Por otro lado, el logaritmo del módulo de la impedancia sigue una 

tendencia con el logaritmo de la frecuencia de tipo lineal con un valor límite horizontal, 

de forma que un aumento de la resistencia desplaza el valor límite hacia valores mayores 

del logaritmo de |Z| mientras que un aumento de la capacidad desplaza el segmento lineal 

hacia frecuencias más bajas sin modificar su pendiente. 
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Figura 2.10. (a) Influencia de Rs con Cdl = 10-5 F s-1 y (b) Cdl con Rs = 10 Ω sobre la 
variación del ángulo de fase y el módulo de la impedancia con la frecuencia para las 
predicciones en el diagrama de Bode para un circuito equivalente RC. 
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CONCLUSIONES GENERALES 

 Se ha puesto de manifiesto que las formas ionizadas de los tampones frecuentemente 

utilizados en los estudios del acoplamiento de transferencias electrónicas y 

protónicas, estabilizan el estado oxidado de las porfirinas de hierro mediante el 

desplazamiento de la molécula de agua que coordina al centro metálico, siempre y 

cuando ésta no se encuentre en su estado ionizado. 

 

 Se ha desarrollado una estrategia para cuantificar la constante de equilibrio intrínseca 

de la asociación de las porfirinas de hierro con las formas aniónicas de ligandos 

ionizables, poniendo de manifiesto que la asociación de la hemina con el acetato es 

mayor que con el dihidrógenofosfato. La sustitución de los residuos β de la hemina 

(propiónicos, vinilos y metilos) por grupos etilo disminuye la acidez de la molécula 

de agua coordinada y posibilita su asociación con el monohidrógenofosfato. 

 

 La interacción de las porfirinas de hierro con los carboxilatos orgánicos lineales 

aumenta con la longitud de su cadena hidrocarbonada, poniendo de manifiesto que la 

asociación Fe(III)-carboxilato se ve reforzada por la interacción de la cadena 

alquílica con el anillo de porfirina. La contribución de los grupos individuales de los 

ácidos carboxílicos sigue la secuencia metileno < metilo << carboxilato. 

 

 Se ha comparado la constante de equilibrio de formación del dímero μ-propionato de 

la hemina con la constante de equilibrio de asociación Fe(III)-propionato, 

poniéndose de manifiesto que el bajo contenido de agua de las interfases 

acuo-orgánicas impulsa la formación de la β-hematina. 

 

 Se ha puesto de manifiesto la existencia de dos poblaciones de alcoholes alifáticos 

adsorbidas sobre un electrodo de grafito modificado con porfirinas de hierro, que 

difieren en su energía de adsorción e interacción con la metaloporfirina. Una 

población está fuertemente adsorbida sobre la superficie de grafito y no modifica las 

propiedades redox de la porfirina de hierro, mientras que la otra población está 
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adsorbida (menos fuertemente) sobre la porfirina de hierro, y estabiliza su forma 

reducida. 
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CONCLUSIONS 

 The ionized forms of the commonly used acetate and phosphate buffers stabilize the 

ferric state of the iron porphyrins by displacing the iron-bound water molecule. But, 

this ligand exchange event is precluded in the ionized state of the water molecule. 

 

 A strategy has been developed to quantify the intrinsic binding equilibrium constant 

of iron porphyrins with ionizable ligands, which shows that hemin has a greater 

affinity for acetate than for dihydrogen phosphate. Replacement of the propionic 

acid residues of hemin by ethyl groups reduces the acidity of the iron-bound water 

molecule and enables its binding with the monohydrogen phosphate dianion. 

 

 The interaction of iron porphyrins with organic carboxylic acids increases with the 

hydrocarbon chain length of the acid, revealing that the Fe(III)-carboxylate binding 

is reinforced by the interaction of the alkyl chain with the porphyrin ring. Group 

contributions to the binding free energy follow the sequence: 

methylene < methyl << carboxylate.  

 

 Comparison of the dimerization equilibrium constant for the formation of the cyclic 

µ-propionate hemin dimer with that of the Fe(III)-propionate binding reveals that a 

low water content drives the efficient formation of β-hemozoin in physiological 

media. 

 

 It has been shown the existence of two adsorbed populations of n-hexanol at the 

metalloporphyrin-modified graphite electrode that differ in their adsorption free 

energy and interaction with the metalloporphyrin. The more strongly adsorbed 

population does not affect the redox potential of the iron porphyrins and corresponds 

to n-hexanol molecules adsorbed onto the graphite surface, whereas the less strongly 

adsorbed molecules stabilizes the reduced form of the iron porphyrins and 

corresponds to n-hexanol molecules adsorbed onto the metalloporphyrin molecule. 

 



 


