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Resumen

Los fendémenos que involucran la interaccion de biomoléculas y nanoestructuras
metalicas son de interés actual tanto por su relevancia cientifica como por las multiples
aplicaciones que tienen en biotecnologia o nanobiotecnologia. Por esta razén en esta
tesis se pretende ampliar el conocimiento acerca de los fenémenos de interaccidn entre
péptidos y superficies nanoestructuradas de plata utilizando la espectroscopia Raman
amplificada por superficies metalicas (SERS).

Se han seleccionado para este trabajo de tesis dos péptidos terminales presentes en la
estructura de tubulinas bacterianas. Estos péptidos estdn constituidos cada uno por siete
aminodcidos y su secuencia aminoacidica, expresada en términos de una letra, es
ADEDRDA y LGRGISL. Como caracteristica comin contienen en su estructura al
aminoécido Arginina (R), el cual como cadena lateral presenta al grupo guanidinio que a
pH fisiolégico tiene carga neta positiva. Esto tiene importancia ya que permite estudiar
la capacidad inductiva que tiene este residuo en la interacciéon péptido nanoparticula
metalica (NPs). Las NPs tienen un entorno de carga negativa impuesta por los iones
cloruro o citrato segin el reductor utilizado en su sintesis. Estos péptidos presentan
distintas cargas netas y caracteristicas hidrofobicas, pardmetros que son interesantes de
analizar para inferir acerca de aspectos estructurales en la interaccién péptido—
nanoparticula metalica. Sobre la base de estos antecedentes hemos sido capaces de
innovar una metodologfa que permite optimizar las condiciones para obtener actividad

SERS para los aductos péptido-NPs en solucion acuosa coloidal.
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Summary

Phenomena involving the interaction of bio-molecules and metallic nano-structures are
of interest since their scientific relevance and multiple applications in biotechnology or
nano-biotechnology. In this thesis it is intended to extend the knowledge about the
interaction between peptides and silver nano-structures surfaces by using the vibrational
technique surface enhanced Raman spectroscopy (SERS). Two terminal peptides present
in the structure of bacterial tubulins have been selected for this thesis work. These
peptides are constituted by seven amino acids. The amino acid sequences are
ADEDRDA and LGRGISL. At physiologic pH a net positive charge characterizes the
guanidinium moiety in arginina (R). This is of relevant meaning since that fragment
induces a unique orientation in the peptide-metallic nanoparticle (NPs) interaction. NPs
display negative charge imposed by chloride or citrate ions according to the
methodology used in their preparation. ADEDRDA and LGRGISL display different net
charge and hydrophobic characteristics; these parameters allowed infer about structural
aspects in the peptide-metal nanoparticle interaction. New methodologies have been

performed to obtain SERS activity in colloidal aqueous solution.
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I. Introduccién

Las proteinas estan compuestas de aminoacidos (AA) unidos covalentemente formando
largas cadenas que se enlazan o doblan en variadas formas. El contenido aminoacidico
determina las propiedades de la proteina. El esqueleto de la cadena de aminoécidos
constituye la secuencia primaria de la proteina, pero es la naturaleza de las cadenas
laterales y la conformacion tridimensional de la molécula las que determinan sus
propiedades. La clave para entender la funcién de péptidos o proteinas y su rol en salud
y enfermedad es develar principalmente su estructura. Una de las herramientas
estructurales que permite acceder a obtener informacion sobre AA y sistemas
moleculares mas complejos como péptidos y proteinas es la Espectroscopia Vibracional
con sus técnicas infrarrojo (IR) y Raman. Disponer de una técnica con caréicter analitico
poderosa e innovadora, es ain mas necesario y esta condicidn la provee la
espectroscopia Raman amplificada por superficie metélica (SERS) la cual requiere de
substratos metalicos especificos con estructuras de dimensiones nanométricas.

La sefial Raman es demasiado débil para ser detectada en concentraciones menores de
10" moV/L con la espectroscopia Raman convencional; en particular, la sefial Raman del
agua es practicamente despreciable. La seccién eficaz Raman se incrementa en SERS
varios Ordenes de magnitud. Asi la técnica SERS presenta ventajas comparativas
destacables: a) uso de cantidades de muestra menores al microlitro, deteccién de
pequefias concentraciones (ppm—ppb), b) medicién en solucién acuosa en condiciones lo

maés cercanas posible a las fisiolégicas, c) uso de baja potencia de laser, entre 100 pW y

10 mW, y d) tiempos de registros“menores de 10 segundos.




De lo anterior resulta relevante que el fundamento para el estudio estructural de péptidos
y proteinas es el espectro vibracional de los componentes bésicos como son los
aminodcidos. El andlisis y asignacion de bandas del espectro Raman de esos
compuestos, es absolutamente necesario. ,

Existe en la literatura informacién acerca del espectro vibracional infrarrojo y Raman de
los amino4cidos; los datos obtenidos han sido registrados para especies en estado sélido
y en solucién a distintos pH garantizando de ese modo la formacion de especies neutras
y zwitteridnicas. La asignacion espectral de los modos vibracionales de pspecies
conformacionales en equilibrio también ha sido propuesta y discutida (-9

A pesar de las mniltiples aplicaciones que existen en la actualidad para sistemas
moleculares complejos como péptidos interactuando con nanoparticulas metalicas (NPs)
y sus variados usos como biochips, biosensores, antibidticos, anticancerigenos, sistemnas
de transporte de farmacos entre otras aplicaciones, no existe informacién detallada de la
interaccion péptido—nanoparticula. Comprender esta interaccion y generar nuevas
metodologias de trabajo con estos sistemas es fundamental para desarrollar nuevas
aplicaciones en el 4rea emergente de la nanobiotecnologia.

Analizar la carga neta de los péptidos y su indice hidrofébico es fundamental al
momento de estudiar la interaccion de péptidos y NPs metélicas. En este trabajo se
utilizardn NPs de Ag reducidas con clorhidrato de hidroxilamina y con citrato trisédico.
Las nanoparticulas presentan un entorno de carga negativa impuesto por los iones
cloruro y citrato respectivamente; esto es interesante ya que la interaccion entre los

péptidos y las nénoparticulas depende de las caracteristicas de carga neta de los residuos

aminoacidicos constituyentes de los péptidos en estudio. Se debe ademds considerar sus




caracteristicas hidrofilicas para predecir y determinar su actividad SERS en solucion
acuosa coloidal.

Cada aminoécido tiene un valor caracteristico de indice de hidrofobicidad !'? e indice
hidrofilico ‘'Y, En el caso de la hidrofobicidad, un valor mds positivo indica una mayor
hidrofobicidad. Los aminoécidos hidrofilicos tienen valores negativos para este indice.
Esto es importante, ya que en una proteina los aminodcidos hidrofobicos tienen una
mayor posibilidad de estar situados en su interior. Los aminodcidos hidrofilicos tenderan
a permanecer en ambiente acuoso.

El estudio de la interaccion de ambos péptidos con NPs se llevara a cabo mediante los
espectros Raman y SERS de los aminoécidos constituyentes de ambos péptidos y el de
los espectros de ambos sistemas peptidicos aislados.

Todos estos estudios experimentales estardn ademds complementados por célculos
tedricos usando los métodos Hiickel extendido y 6-31G* para un modelo de la arginina

interactuando con una superficie metélica tipo cluster.
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II. Fundamentos de Espectroscopia Raman y SERS

I1.1 Espectroscopia Raman.

El efecto Raman es un fenémeno de dispersion de luz basado en la polarizabilidad (o)
que presenten los enlaces de la molécula en estudio. Una de las caracteristicas del efecto
Raman es su independencia de la frecuencia de la radiacién incidente. No hay relacién
alguna con el proceso de fluorescencia en el que se absorbe un foton y posteriormente
se emite otro, tras un tiempo de vida del sistema en el estado excitado. En el efecto
Raman el fotén perturba al sistema y le induce a que sufra una transicion, pero la
molécula perturbada nunca alcanza un estado excitado como situacion intermedia y no
permanece, por tanto, un tiempo de vida media en él.

Una radiacién electromagnética monocromadtica se dispersa con cambios en la frecuencia
entre las radiaciones incidente y dispersada (vp - vgq). Cuando vg > vy el proceso se
denomina Raman Stokes y el caso inverso Raman anti-Stokes. En muestras gaseosas,
donde las moléculas estan libremente rotando y vibrando, ¢l espectro Raman obtenido en
condiciones de alta resolucién, consistird en un cierto nimerd de lineas igualmente
espaciadas ubicadas en las cercanias de la linea de excitacion. Estas lineas provienen de
las transiciones moleculares entre los niveles cudnticos rotacionales del estado
vibracional base. Cuando el atomo o molécula estd en su estado fundamental, la
frecuencia de la radiacién dispersada, es siempre menor que la luz incidente (lineas
Stokes). éuando la luz es dispersada por una molécula que no estd en su estado

fundamental vibracional, es posible encontrar frecuencias mayores en la radiacidn



dispersada (lineas anti-Stokes); el foton dispersado tiene mas energia que el fotén

incidente. La molécula entrega energfa mediante el paso al estado fundamental.

Energia
“ Dispersién Dispersion Raman Dispersién Raman

Rayleigh (Stokes) (Anti-Stokes)

Nivel de energia virtual i 2 i

hv,
hy,
Primer estado
vibracional excitado L)
Estade fundamental L L

VO \?0 - ‘Vd 1.1'0 o+ ‘L’d

Figura 1. Diagrama energético de una molécula mostrando el origen de la dispersién
Raman y los efectos Stokes y anti-Stokes. La molécula alcanza," momentidneamente, un
nivel de energia mas alto (estado virtual), pero nunca llega a un estado electrénico

excitado.

La dispersion ineléstica que genera el efecto Raman es un proceso muy poco intenso.
Usualmente la proporcion relativa entre la intensidad emergente e incidente es del orden
de 107, Fuentes de radiacién de alta energia y monocromaticidad son absolutamente

necesarias. Es por ello que el liser juega un papel decisivo en el desarrollo de la

espectroscopia Raman; por muchos afios no fue posible la aplicacién generalizada de
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este tipo de espectroscopia hasta que progresos notables se obtuvieron con laser mds
desarrollados.

Una de las principales ventajas del ldser es su extraordinaria monocromaticidad, lo que
hace del laser una fuente de enorme utilidad para la espectroscopia Raman. La razén de
esto viene dado porque el espectro se obtiene de los desplazamientos en frecuencia con
respecto a la luz incidente, con lo que cuanto mas monocromatica sea la radiacién
incidente, mejor resolucién y sensibilidad se tendré de las diferencias de frecuencia.

El espectro Raman es caracteristico de la especie dispersante y por lo tanto de sus
niveles de energia involucrados en las transiciones vibracionales y/o rotacionales. En
conexién con lo anterior, se puede esperar que para una molécula de N atomos se
observen en el espectro los 3N-6 (o 3N-5) modos normales de vibracién o bien un
nimero menor de bandas de acuerdo con las reglas de seleccion impuestas por la
simetria molecular. Sin embargo, las formas de las bandas Raman dependen no solo del
compuesto que se estudia, sino que, también del tipo de muestra y la resolucién del

espectrofotdmetro usado. :

I1.1.1 Ventajas y aplicaciones de la espectroscopia Raman.
La espectroscopia Raman es aplicable a cualquier estado de agregacién. En disoluciones
acuosas presenta gran ventaja por sobre la espectroscopia infrarroja,' principalmente por
que no se necesita usar un medio dispersante; ademds, el agua produce sefiales Raman
muy débiles con lo cual no enmascaran el espectro del analito.

Las dos ventajas mencionadas hacen de la espectroscopia Raman una técnica

especialmente indicada para trabajar con muestras biologicas. Ademés, dada la minima
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anchura de banda de una fuente laser, una pequefia cantidad de muestra es suficiente, lo
que le hace ser una técnica también importante para analizar productos de reaccion con

rendimiento muy bajo.

I1.1.2 Interferencia por fluorescencia.

La dificultad mas destacable de la espectroscopia Raman es la interferencia entre la
radiacién dispersada por una muestra y la proveniente de la fluorescencia. Como
solucién a este problema, la instrumentacién Raman por transformada de Fourier
presenta ventajas con respecto a la convencional. Se utiliza un laser de excitacién cuya
frecuencia se ubica en el infrarrojo cercano; por lo general, se utilizan laser de
semiconductores del tipo Nd:YAG (Itrio-Aluminio-Neodimio), lo que elimina la
posibilidad que se produzcan transiciones electrénicas de la muestra o apagamiento u
oscurecimiento de las sefiales Raman por fluorescencia. Ademas hay una serie de ajustes

experimentales que permiten evitar esta interferencia sin la necesidad de disminuir la

potencia del laser utilizado.

IL.2 Espectroscopia SERS

La espectroscopia Raman es una técnica que proporciona informacién estructural
especifica, sin que se requieran sofisticadas técnicas de preparacion y manipulacion de
muestras, Sin embargo, la debilidad de la sefial Raman obliga a emplear potencias de
irradiacion luminosa muy elevadas y sistemas de deteccion altamente sensibles. Durante
la década de los sesenta, esta técnica sufrié un enorme impulso con la aparicién de los

sistemas laser, permitiendo disponer de una fuente de irradiacion mds intensa y
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monocromatica, lo que dio lugar a un aumento de la dispersién Raman. Posteriormente
en la década del setenta, el empleo de superficies metdlicas generd una segunda
revolucion de la espectroscopia Raman al aumentarse de forma adicional la dispersion
Raman emitida por la muestra. Desde entonces esta técnica se conoce como
Espectroscopia SERS (Surface Enhanced Raman Scattering), y ha sido el centro de
atencion de gran niimero de grupos de investigacion en todo el mundo permitiendo
desarrollar nuevas aplicaciones de la espectroscopia Raman en diversos sectores del
mundo cientifico.

El efecto SERS (Fig. 2) consiste en el aumento de la dispersién Raman procedente de
una ’moléc_ula cuando se encuentra adsorbida fisica o quimicamente, sobre una superficie
de naturaleza metélica, dotada de rugosidad y dimensiones nanoscépicas.

Fue en 1973 cuando Fleishmann, Hendra y McQuillan ¢ observaron por primera vez el
efecto SERS, al detectar un gran aumento de la sefial Raman de la piridina utilizando
como soporte un electrodo de plata. Posteriormente dos grupos independientes, Van
Duyne & Jeanmarie @ y Albrecht & Creighton ®) sugirieron que este enorme aumento
de la dispersion inelastica era producto de una intensificacién del campo
electromagnético en las inmediaciones de la superficie metélica, sobre el cual se
encontraba adsorbida la piridina; esta interpretacién se conoce desde entonces como

modelo electromagnético del efecto SERS.




<\ Detector

N,

|
N N7

Metal (Ag, Cu, Au)

Figura 2. Mecanismo del efecto SERS.

A este modelo le siguieron otros, entre los cuales el mas aceptado fue el denominado

modelo quimico o de transferencia de carga 4-0) hasado en un efecto de emision Raman

resonante resultante de la interaccion entre la molécula adsorbida y el metal. Desde las

primeras experiencias se puso de manifiesto la necesidad de superficies rugosas como

requisito imprescindible para que tuviera lugar el fenomeno. Asi lo han corroborado

después los estudios tedricos llevados a cabo por diversos autores -8,




I1.2.1 Efecto SERS

La espectroscopia SERS se basa en el aumento de la dispersién inelastica (dispersion
Raman), procedente de determinadas moléculas en presencia de una superficie metélica
rugosa especialmente preparada, cuya intensificacion aumenta en varios dérdenes de
magnitud respecto a la espectroscopia Raman convencional. Inmediatamente, se generd
muqho interés en aclarar el origen de tan importante amplificacién de sefiales. Sin
embargo, la causa de este extraordinario aumento es todavia materia de discusion. A
pesar de que han sido propuestas un gran nimero de teorias, la mayor parte de los
trabajos de investigacién llevados a cabo para dilucidar la naturaleza de este fendmeno,
conducen a la consideracion de dos modelos fundamentales, basados ambos en la
necesidad de la existencia de una superficie rugosa para que el efecto tenga lugar:

1.- Modelo electromagnético (EM)

2.- Modelo quimico o de transferencia de carga (TC)

Para entender mejor el efecto SERS debemos recordar que la- dispersién Raman se
origina como consecuencia de la aparicidén de un dipolo (p) inducido por la interaccién
del campo electromagnético (E) con la molécula de polarizabilidad (). El dipolo p
puede expresarse en funcién del campo aplicado E y la polarizabilidad o de la siguiente

forma:

p=a E (ec.1)




La teoria electromagnética predice un gran aumento del campo electromagnético
experimentado por una molécula adsorbida sobre una superficie metalica rugosa. La
resolucion de las ecuaciones de Maxwell en sistemas metalicos donde existe una
interfase rugosa, explica la intensificacién de la sefial Raman en funcién de las
propiedades épticas y morfolégicas de la superficie metalica y de la longitud de onda de
la radiacion.

El mecanismo de intensificacién quimica predice a su vez un gran aumento de la
polarizabilidad molecular del adsorbato como resultado de su interaccién con el metal.
Actualmente se acepta que el efecto SERS es el resultado de la combinacién de ambos
mecanismos de intensificacién, EM y TC. El aumento de la sefial Raman incluye una
contribucidn del efecto electromagnético y una variacién de las propiedades opticas del
adsorbato, o la formacién de un enlace quimico entre éste y la superficie metélica que
también contribuye al factor de intensificacién final SERS (efecto quimico). El

problema fundamental radica en poder establecer la contribucion relativa de cada uno de

ellos.




I1.2.2 Mecanismos que explican el efecto SERS

11.2.2.1 Mecanismo electromagnético

Ya que el efecto SERS esta relacionado con la existencia de una geometria rugosa en la
superficie metélica, el modelo EM puede simplificarse considerando la intensidad de ia
sefial Raman cuando una radiacion de frecuencia g incide sobre una particula esférica o
esferoidal aislada ¥ de pequefias dimensiones comparada con la longitud de onda. Esto
es lo gue se conoce como modelo de la esfera metélica, constituyendo la aproximacién
més simple al estudio teérico de estos Sistemas. Segiin el modelo, la polarizabilidad de la
molécula no se ve afectada por la presencia del metal 1% salvo en lo que respecta al
efecto debido a un campo eléctrico magnificado en las proximidades de la superficie. En
la figura 3 se muestra de forma esquematica el fenémeno que tiene lugar en un proceso
de dispersién Raman, en ausencia y en presencia de estas particulas metélicas tomadas

como modelo.
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Fig. 3. Procesos de dispersion Raman en ausencia (parte superior) y en presencia (parte inferior) de
particulas metélicas esferoidales.




La enorme intensificacién que experimenta la dispersion Raman se debe a dos procesos.
Por una parte, se produce un considerable aumento de la intensidad del campo
electromagnético incidente total que llega a la molécula, situada en posicién r'. En este
caso el campo estd compuesto no solamente de la radiacién que incide directamente en
la molécula E; (r', @), sino también del campo que, a la misma frecuencia es disipado
por el propio metal Epm (', @o). Esto fue descrito por Mie (D El campo dispersado por
la particula metalica resulta ser muchisimo més grande cuando la frecuencia wp se hace
coincidir con la frecuencia de resonancia de los plasmones superficiales del metal, es
decir de las oscilaciones de los electrones en el seno de la particula metalica %, Por lo

tanto el campo eléctrico total (E;) sera:

E(r', &) = E; (', o) + ELm (', 10) (ec.2)

Este campo incidente induce en la molécula un momento dipolar p (r', @o) que modulado

por las vibraciones moleculares, emitira radiacién Raman de frecuencia g (13,

1 g-1
wr'y e) = E (r', ) (ec. 3)
4 1+(@E-1)A

¢ es la constante dieléctrica relativa del metal respecto del medio que lo rodea y A la

constante de despolarizacién de la particula, siendo una cantidad puramente geométrica
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(tiene unidades de volumen) que depende de la excentricidad de la particula (A = 1/3,
para una esfera), lo que hace que el denominador de la ecuacion 3 sea 4z (¢ + 2).

Por lo tanto, el aumento del campo en la superficie del metal se debe al incremento del
momento inducido (p1). Cuando & + 2 se hace aproximadamente cero se produce una
Tespuesta resonante que origina un campo eléctrico efectivo en las proximidades del
metal mucho mayor que en el caso Raman normal a9,

Por otra parte el campo eléctrico asociado a la radiacién Raman de frecuencia wg, sufre
también una amplificacién similar a la del campo incidente. El campo eléctrico total de
frecuencia g, que se observa en la posicién r, es una composicién del dispersado
directamente por la molécula, Eq4 (r, R), ¥ €l campo dispersado por la particula metalica
cuando son excitados los plasmones superficiales con una frecuencia ag, Epm (r, @g).

Por lo tanto, el campo eléctrico resultante de la dispersion total, Er (r, or) seré:

Eg (1, ®g) = E 4 (r, @g),+ Epn (15 @g). (ec. 4)

Por lo tanto el metal amplifica tanto el campo de la radiacién incidente como la propia
radiacién Raman dispersada por la molécula, siendo méxima la amplificacién en las
zonas de mayor rugosidad. Este efecto tiene la ‘caracteristica evidenciada
experimentalmente, que su radio de accién se extiende hasta alrededor de 100 A %,

A partir del campo fER (r, og) se puede calcular la intensidad de campo eléctrico
dispersado inelasticamente, Iz en el punto r. Si I°r es el valor de esta intensidad en

ausencia del metal, puede definirse un factor de intensificacion F; de la siguiente forma:

16




Fi=Ig/I’r (ec. 5)

El valor de F; depende del tamafio de la particula, de su distancia con la superficie r

siendo inversamente proporcional a r'? y de la constante dieléctrica del metal & (w) y del
medio que la rodea &. Para el caso particular de un metal, la constante dieléctrica consta

de una parte real y otra imaginaria que son funciones de la longitud de onda:

R, [€ ()] : respuesta del metal al
campo exterior

(@) =Re[e(0)] +In[e(@)]i

Im [ (®)] 1 : resistividad del metal

Como puede apreciarse, el valor de F; es independiente de la naturaleza de la especie
quimica en estudio y aunque decae con la duodécima potencia del inverso de la
distancia, moléculas relativamente alejadas del metal pueden seguir contribuyendo al
efecto SERS.

Para obtener una amplificacion resonante del campo eléctrico es necesario que

1+[R¢ {& (wo)} — 1] A = 0, es decir que la parte real de € tenga un valor proximo a (-2),
que es precisamente la condicion de resonancia de los plasmones superficiales del metal
y que la parte imaginaria de la misma alcance un valor cercano a cero para evitar e;fectos
de amortiguacion que destruyan esta resonancia.

La condicién de resonancia explica el papel tan importante que desempefian los metales
Ag, Au, Cu en los experimentos de intensificacién sobre superficies; estos metales

poseen una alta reflectividad en el visible, donde la parte real cumple la condicién de

resonancia.
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La constante 1/A relativa a la particula, explica por qué se obtiene una mayor intensidad
de radiacién dispersada en las zonas de més curvatura, ya que en ellas se acumula una
mayor densidad de campo eléctrico (9 Eg asi que en un sistema formado por un gran
numero de particulas adyacentes, la mayor densidad de campo se concentra en las
regiones estrechas que separan a las particulas (ot-spot).

La dependencia de la constante dieléctrica con la longitud de onda y la geometria de las
particulas, explica la dependencia de la sefial SERS con la energia de la radiacién
excitatriz.

Fn relacién con la variaciéon de las intensidades relativas de las bandas cuando se
modifica el potencial eléctrico superficial, este modelo asume la disposicion de las
moléculas en orientaciones preferentes respecto a la superficie. Cambios en el potencial
eléctrico de una interfase pueden producir la reorientacion del adsorbato.

El modelo electromagnético predice un factor de intensificacién de la sefial Raman del
orden de 10°% que corresponde a los valores de F; obtenidos experimentalmente. Es
importante destacar que F; es un factor multiplicativo que proviene de los diferentes
efectos que tienen lugar en el experimento SERS. En general, existen contribuciones por
parte de la excitacion de los plasmones superficiales a partir de la luz del laser, asi como
las debidas a la variacion de las propiedades 6pticas del adsorbato (efecto quimico). Por
lo tanto el factor de intensificacién en el caso general sera:

F; = F(EM)F{(TC) (ec. 6)

La contribucion del mecanismo de intensificacion EM ha sido estimada en un factor de

10% - 10°, mientras que la contribucién del efecto quimico es de 10'a 10%
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Este modelo es capaz de explicar gran parte de la intensificacion de la sefial Raman y de
justificar su dependencia con la naturaleza y morfologia del metal, lo que esta de
acuerdo con la necesidad de una superficie rugosa y la necesidad en coloides, de una
agregacion de los mismos, asi como de la dependencia del factor de intensificacion con

la distancia a la superficie metalica.

I1.2.2.2 Mecanismo quimico o de transferencia de carga

Existen algunos hechos experimentales que no pueden justificarse recurriendo al modelo
electromagnético y que ponen de manifiesto que este modelo no es el dnico que se da en
estos sistemas. Entre otros hechos se citan los siguientes:

1. ‘Dependencia del efecto SERS con la naturaleza de la molécula empleada. Si la
intensificacion derivada de la presencia del metal fuera debida Gnicamente al aumento en
intensidad del campo electromagnético, entonces todas las moléculas poseerian un factor
de intensificacién similar; esto no ocurre asi, segin se ha observado en numerosas
experiencias y utilizando diferentes soportes metélicos.
2. La importancia que la presencia de monocapas ejerce en las observaciones (first layer
effect. En minuciosos estudios consistentes en el depésito de varias capas sobre
superficies metalicas, se ha visto que el factor de intensificacién es mucho mayor por las
moléculas que componen la primera capa, las cuales se encuentran intimamente unidas a
la .superﬁcie (817, También es posible observar un notable aumento de la intensidad

SERS cuando una delgada pelicula de plata es depositada sobre un substrato inactivo

(18,19
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3. Dependencia existente entre los perfiles de excitacién (dependencia de la intensidad
de una banda con la frecuencia excitatriz) y el potencial de trabajo. Cuando los espectros

2021) o observa esa

SERS se obtienen usando electrodos metdlicos como soporte
dependencia; este hecho constituye la prueba mas evidente de que algiin otro mecanismo

distinto al electromagnético interviene en la produccion del efecto.

Adsorbato Metal

LUMO
520 nm

Nivel de Fermi (Ey)

260 nm

HOMO

Figura 4. Proceso de transferencia de carga en el complejo metal —adsorbato segiin el
Muodelo quimico.

Con el fin de explicar todas estas observaciones y debido al hecho de que en algunos
casos las moléculas interactitan fuertemente con la superficie metalica, formando incluso
enlaces quimicos entre ellos %, se propuso un nuevo modelo basado en la formacion de
un complejo de transferencia de carga entre el adsorbato y el metal (Fig. 4), es decir en

un efecto quimico de corto alcance, el cual fue llamado modelo quimico o de

transferencia de carga (TC).
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En el complejo formado tienen lugar transiciones eléctricas distintas a las que se dan en
la molécula en estado libre, de manera que la unién quimica de la molécula al metal
produce un aumento considerable de la seccién eficaz Raman, mediante un mecanismo
similar al que ocurre en la espectroscopia Raman de resonancia. El efecto quimico se
asocia con la superposicién de las funciones de onda electronicas del metal y el
adsorbato, permitiendo que tenga lugar el proceso de transferencia de carga. De esta
forma un electrén del metal excitado por el fot6n incidente pasa a un nivel electrénico
desocupado de la molécula (LUMQ), denominado nivel de afinidad 2329 o bien desde el
orbital molecular ocupado de mayor energia (HOMO) desde el adsorbato hasta el nivel
de Fermi del metal. Asi, una molécula cuyo méximo de absorcion esté en la zona UV,
como la de la figura 4, puede experimentar una transicién electrénica suficiente para que
se produzca un aumento de la dispersién Raman.

La formacién de este complejo de transferencia de carga explica el hecho de que s6lo la
monocapa adyacente a la superficie sea la responsable del aumento de la intensidad
Raman observado en muchos experimentos. Existe una fuerte dependencia del efecto
SERS con la naturaleza del adsorbato empleado, ya.que no todas las moléculas
presentan la misma afinidad quimica por el metal. Asimismo, la posibilidad de que se
produzcan excitaciones por transferencia de carga desde el nivel de Fermi del metal (Er)
hasta un nivel electronico desocupado de la molécula del adsorbato y viceversa, explica
la dependencia observada en electrodos metélicos entre el perfil de excitacién Raman,
obtenido a varias longitudes de onda de excitacién y el potencial de trabajo del
electrodo. Asi, si el potencial se hace mds negativo, se produce un desplazamiento del

nivel de Fermi hacia mayores energias, reduciéndose de este modo la diferencia de
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energia existente entre este nivel y la del orbital de la molécula. Esto origina un
desplazamiento hacia el rojo de la longitud de onda que da lugar a un méximo de
intensidad Raman. .

Este modelo explica también los desplazamientos en la frecuencia a la que normalmente
se observan las bandas de los espectros SERS, los cuales se deben a Ja modificacion de
la estructura de la molécula al producirse la interaccién metal-adsorbato para formar el
complejo de transferencia de carga 26) También explica la aparicién de una nueva banda

de vibracién en la regién de las bajas frecuencias, atribuida a la vibracién de

estiramiento v (metal-adsorbato).
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11.2.2.3 Reglas de seleccién del efecto SERS

Para el caso de moléculas adsorbidas sobre una superficie, las reglas de seleccion
difieren de las que operan en ausencia de dicha superficie. Como consecuencia, el efecto
SERS posee reglas de seleccién distintas a las que se dan en la espectroscopia Raman
convencional.

El uso de las reglas de seleccién para interpretar los espectros vibracionales puede
proporcionar una valiosa informacién acerca de diversos aspectos estructurales de las
moléculas estudiadas ¢”. Por ¢jemplo, acerca de los detalles estructurales de la
interaccion metal-adsorbato, sobre la orientacion adoptada por el adsorbato
interactuando con el metal y la simetrfa de las moléculas. Se complementa la
informacién estructural y del tipo de enlace o interaccion del analito con la superficie
metalica estudiando detalladamente la evolucién de las frecuencias del espectro por
efecto de la interaccion con la superficie.

Las reglas de seleccién del efecto SERS establecen una distincién entre modos mas
activos, los cuales aparecen con una mayor intensidad en el espectro SERS y otros
menos activos y por lo tanto, menos intensos. El modelo EM explica este hecho sobre la
base de la existencia de distintas intensidades del campo polarizado paralela (Ey) y
perpendicularmente (Ey) sobre la superficie. La relacion que presentan ambos
componentes depende de la longitud de onda de excitacion. Asf, a una longitud de onda
cercana a la de excitacion de los plasmones superficiales del metal, se cumple la

condicién de resonancia R = -2, resultando: Et= 4Ey.

Las diferencias en intensidad que existen entre los campos perpendiculares y paralelo,

afectaran de manera distinta a las componentes de polarizabilidad de la molécula. Esta
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diferenciacién puede expresarse en términos de una polarizacion efectiva (Qr) que en el

modelo de esferas metalicas, queda de la siguiente forma 28). (Ecuacién 7)

Oy Uy € (OR )Us,
_ 9
%l ™ (e (@) +2) (2(0r)+2

Uyz Uyy € (OR )2
£(0) Uy £{(W) Uy € () €E(OR) Uz
Donde x e y son los ejes ortogonales paralelos a la superficie metélica y z es el gje
perpendicular a dicha superficie; (@) y &(wr) son las constantes diel€ctricas relativas

del metal respecto al medio, a las frecuencias de excitacién wo y de dispersion g,

respectivamente.
Cay
\ z -
[ VA A 1 ()
&/ 4 A 2 [+ 4 xy
E B, ag
Substrate B, o zy
Z _—
T Ay (2x)
\\ I_
N‘_‘_’_’__,_. vy A 2 o xy
E B 1 [+ 5%
Substrate
B2 ay
£y ®)

Figura 5. (A) adsorcién perpendicular y paralela de la piridina. (B) Especies de simetria de los
componentes de polarizabilidad para Cy,.
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Si se considera que la molécula es lo suficientemente simétrica como para atribuir cada
modo vibracional a una componente distinta del tensor de polarizabilidad; de la ecuacién

anterior se deduce que los modos vibracionales de la molécula pueden dividirse en tres

(29).

grupos distintos

1.- Aquellos modos que se transforman segiin las componentes Oy, OQyy, Oy, que sélo

son excitados por la componente del campo eléctrico paralela a la superficie.

2.- Aquellos que se transforman segin las componentes Oy, ¥ Oyz que son excitados
) tanto por la componente paralela como por la componente perpendicular a la superficie.

3.- Aquellos que se transforman segln la componente 0z; y que s6lo son excitados por la

componente perpendicular.

La distinta intensidad de los campos paralelo y perpendicular establece una seleccion
entre estos tres grupos, la cual se traduce en una distinta intensidad relativa de las bandas
Raman asociadas a estos modos. La relacién cuantitativa entre el factor de
intensificacién de los modos correspondientes a cada uno de e‘stos grupos puede ser
deducida de la ecuacién 7. Asi, considerando un desplazamiento Raman lo suficiente
pequefio como para que &(o) = &(wr) = &€, los modos del grupo 3 seran | & I* veces mas
intensificados que los del grupo 1, mientras que los del grupo 2 lo serén | & P veces. El

valor de € deper‘lde de la longitud de onda de excitacién y por lo tanto, también

dependera de ella la relacion de intensidades de los modos paralelos y perpendiculares

de 1a molécula. Ast cuando la longitud de onda se desplaza dentro del intervalo visible
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hacia el azul, puede ocurrir que la relacion de intensidades se invierta y que sean
entonces los modos paralelos los que den una mayor intensidad Raman.

La aparicién de bandas de gran intensidad y ligeramente desplazadas en frecuencia,
debidas a modos vibracionales prohibidos segin las reglas de seleccién de la
espectroscopia Raman convencional, sugiere la existencia de distintas reglas de
seleccién en SERS. La aparicion de las bandas debida a una reduccion de la simetria de
la molécula cuando ésta se halla interactuando con la superficie metélica, al igual que
ocurre en complejos metalicos, ha sido descalltada por otros autores ©” debido a la
enorme intensidad y pequefio desplazamiento en frecuencia que presentan. Sin embargo,
este hecho se puede explicar teniendo en cuenta la existencia de un considerable
gradiente de campo (E') en la superficie, el cual dara lugar 2 una contribucién adicional
al dipolo inducido a través de la polarizabilidad cuadrupolar (Q) de las moléculas @n,

modificando por tanto las reglas de seleccién Raman y provocando la aparicién de

modos vibracionales prohibidos en la espectroscopia Raman. Asi en la superficie:
n=Ea¢+QE/3 (ec. 8)

Asi, los modos vibracionales mas cercanos a la superficie dardn lugar a una mayor
intensidad SERS, por estar sometidos a un campo més intenso que los modos situados a

una mayor distancia.

En el estudio de biomoléculas, donde existen grandes diferencias en las distancias entre

las distintas partes de la molécula, este efecto de la proximidad provoca una mayor
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diferenciacién en la intensidad de los modos vibracionales, cuando la molécula se
encuentra adsorbida sobre la superficie.

De acuerdo con las reglas de seleccion del efecto SERS, una orientacion paralela o bien
perpendicular de los modos vibracionales respecto a la superficie, se traduce en una
modificacion de la inténsidad relativa de bandas. Asi es posible obtener informacion

acerca de la orientacién del adsorbato y de la interaccién metal-adsorbato.
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I1.2.2.4 Soportes SERS

El desarrollo de soportes SERS continta siendo un campo activo de investigacion, con
un gran nimero de publicaciones dedicadas a la obtencién de nuevas superficies, asi
como a la optimizacién de las ya existentes G236 E] objetivo de la mayor parte de estos
estudios ha sido la obtencién de superficies mas resistentes, reproducibles y que no
supongan un alto costo.

Desde las primeras experiencias se han llevado a cabo estudios SERS sobre metales de
diferente naturaleza. De entre ellos la plata ha sido la més estudiada, siendo el metal mas
eficiente desde el punto de vista SERS. Se ha observado que los metales alcalinos dan
una sefial SERS comparable a la obtenida cuando se emplea plata.

El efecto SERS parece ser mayor cuando excitamos superficies metélicas que presentan
una cierta rugosidad. Los soportes més usados son:

» Electrodos metalicos

« Peliculas de particulas metalicas aisladas

« Peliculas depositadas en frio

* Coloides metalicos

En el desarrollo de la historia de la espectroscopia SERS las preferencias en cuanto al
uso de los distintos substratos metalicos ha ido cambiando. En un principio, fueron los
electrodos metalicos los soportes mds empleados. Sin embargo, en los dltimos afios se
produce un mayor uso de los sistemas coloidales 3649 De hecho un gran niimero de
investigaciones se dedican a la comprensién y mejora de las propiedades nanoscépicas y

de la morfologfa de estas superficies “'*,
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Los coloides metélicos presentan las siguientes ventajas 45.46),

+ Facil preparacion

« Continua renovacion de la superficie expuesta al laser debido al continuo movimiento
de las particulas de la suspension coloidal.

« Posibilidad de seguir la estabilidad de la suspensién coloidal mediante el registro del
espectro de extincion.

» Control del tamafio y forma de la nanoparticula en suspension segin el método

empleado en su preparacién, lo que permite variar la superficie disponible.
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I1.3 Revisién bibliografica, Hipétesis y Objetivos

I1.3.1 Espectroscopia Vibracional de Aminoécidos (AA).

El espectro SERS-de los complejos metalicos de N-D-glucosamina (-naftaldehido y G

(Glicina) con Co(ll y III), Zn(I) y Cu(Il} y de su interacciéon con ADN fue registrado

por Shen et al. @7 ver figura 6, concluyéndose que ninguno de los complejos se

intercala al ADN. Los espectros SERS de los complejos en este articulo, presentan

signos de descomposicién térmica, mientras que los de los complejos con ADN

contienen poca informacion.

TN
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Figura 6. Complejo metilico de N-D-glucosamina B-naftaldehido y glicina (G) Co (111I). ’
(1) SERS complejo metilico y (2) SERS complejo metélico interactuando con ADN.

Un trabajo experimental y teérico estuvo orientado a dilucidar el espectro vibracional IR

y Raman de L-treonina (T) policristalina en sus formas hidrogenada (H) y deuterada

(D), utilizdandose tanto cilculos ab-initio Hartree-Fock con diferentes bases para

optimizar la forma zwitteriénica, como un anélisis de coordenadas normales

48
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La asignacién espectral es completa, distinguiéndose incluso las interacciones por
puente de hidrégeno.

Kumar et al “?, registraron el espectro vibracional de glicina en estado sélido y en Hz0,
realizando ademds calculos ab-initio con una base minima y el método semi empirico
AMI1 para interpretar la estructura de las especies neutra y zwitteriénica en sus formas
mono y di-hidratadas, respectivamente. Se concluy6 de los calculos que la glicina neutra
en fase gas es mas estable que la forma cargada (zwitterionica). A pesar de ser la glicina
uno de los aminoécidos mas simples y de mayor abundancia en numerosas proteinas, la
asignacion vibracional propuesta por Kumar et al, no coincide con datos generales sobre
andlisis espectrales en aminodcidos. Espectros Raman e IR polarizados fueron
registrados por Baran et al. ¥, para cristales de y-glicina, proponiéndose una acabada
asignacion espectral.

Pawlukojc et al. ©®?, realizaron un estudio espectral vibracional completo de L-cisteina
en sus formas H y D utilizando IR, Raman, y célculos ab-initio y de coordenadas
normales. El espectro vibracional esta entonces completamente asignado. Los enlaces
por puente de hidrégeno estarian jugando un rol importante en la conformacién adoptada
por el AA en el estado sdlido.

Los espectros Raman y SERS en coloide de Ag de los écidos fenilacético y 3-
fenilpropiénico, ademés de los AA fenilglicina y fenilalanina, ver la figura 2, fueron
registrados por Castro et al ©?, llevandose a cabo una asignacién de los modos
vibracionales muy completa. Sobre la base de las reglas de seleccion del mecanismo

electromagnético del SERS y los desplazamientos de frecuencia entre los datos Raman y
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SERS, se concluyé que los acidos se coordinan al metal a través del grupo carboxilato y
los AA; ademss, interactian con el grupo amino, adsorbiéndose por tanto en su ‘forma
aniénica. No se descarta de los resultados, que el mecanismo de transferencia de carga
contribuya a la intensificacion total. Mesu et al ©3)  registraron y asignaron
completamente el espectro de L-histidina (H) a diferentes pH, de tal forma de

determinar todas las especies posibles de protonacion de His.

Figura 7. Orientacién preferencial de aminodcidos por espectroscopia SERS.
(a) fenilglicina y (b) fenilalanina.

32




I1.3.2 Espectro vibracional de péptidos

La informaci6n sobre espectros Raman de proteinas han sido recopiladas por Frushour y
Koenig y Spiro y Loehr 64 evidenciando la importancia de esta espectroscopia en la
elucidacién de sus estructuras; se ha establecido una relacién entre la conformacion
proteica y la existencia de determinadas lineas Raman correspondientes a modos amida [
y III y del esqueleto molecular. Por otra parte, Shun-Li et al. >, han estudiado el
especiro IR de alblimina, tripsina y hemoglobina en solucién acuosa, con resultados
poco confiables, habiéndose hecho uso de técnicas sofisticadas de sustraccién de bandas.
Se han reportado estudios SERS de aminodcidos, pépiidos y proteinas 63 La
estructura de componentes moleculares en bacterias y hemocianinas fue inferida a paztir
del analisis espectral de aminodcidos que interactian con la superficie metalica y de las
vibraciones de esqueleto del enlace amida o)

Determinar las preferencias conformacionales de aminodcidos en el contexto de una
secuencia polipeptidica resulta ser de un gran interés debido a que ciertos plegamientos
de las proteinas estarian relacionados con restricciones conformacionales impuestas por
esos aminoécidos

La estructura de dos fosfodipéptidos L-A-(3,4-dimetoxi)-L-F-POsH, (A) vy
L-A-(3,4-dimetoxi)-(des-CH,)-L-F-PO;H, (B), donde A es alanina y F es la
fenilalanina, fue determinada a partir de espectros SERS registrados sobre una superficie
coloidal de Ag ©". 'Se concluyé que ambos sistemas interactian con la supt;rﬁcie

metdlica a través del anillo aromético de la fenilalanina, el que se orientaria

perpendicular al metal, (ver ﬂgura'S). Se ha propuesto ademas que los grupos amino y
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fosfato estarian involucrados en la interaccién adsorbato-sustrato (Caso A) y que el

esqueleto peptidico estaria plano sobre el metal (Caso B).

LAl 3 edimethow HilseCH R LPhe-POH, (B

Figura 8. Modelo estructural de fosfodipéptidos A y B interactuando con una superficie metélica.

Se han registrado espectros SERS de algunos isomeros L de A, F y C (cisteina) €2

utilizando una técnica especifica para analitos protedmicos €3 1.0s. espectros fueron
obtenidos para soluciones entre 0,5 y ! mM para la region 1700-400 cm’ con la linea
laser 785 nm, (fig. 9). No hay una asignacién espectral especifica en este trabajo ni la
identificacién de rotimeros coexistentes. Los espectros pelzmiten inferir que la
identificacion por separado de cada especie es posible, presentando cada AA un patrén

espectral nico.
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Fighra 9. Espectros SERS de L-alanina (L-ala), L-Fenilalanina (L-Phe) y L-Cysteina {(L-Cys)

Jenkins et al. ¥, publicaron el espectro Raman de los aminoécidos triptéfano (W), C, F,
tirosina (Y) y metionina (M) y algunos péptidos. La asignacién espectral de los AA y
péptidos se hizo en términos de bandas caracteristicas de fragmentos moleculares
propios de cada AA, sin detallar los grupos funcionales. El espectro de cada AA es
finico. La asignacién de bandas debido a los modos de vibracion amida I, II y III de los
AA es fundamental para inferir acerca de los plegamientos de las proteinas.

63 quienes

La glicil-L-alanina fue estudiada ampliamente por Satini y Sathyanarayana
determinaron mediante calculos ab-initio la estabilidad de diversos conférmeros de
especies zwitteridnicas, sus espectros vibracionales IR y Raman, y la influencia del
solvente sobre sus estructuras. Los calculos indican que no habria influencia del solvente
sobre el espectro vibracional y los espectros propuestos para el estado gas no pueden ser
verificados experimentalmente.

La energia, frecuencias vibracionales e intensidades infrarrojo fueron determinadas

mediante calculos DFT combinados con un conjunto basé¢ 6-311G (d,p) para los

isémeros cis y trans de la N-acetil-L-alanina (68 1.0s datos teéricos fueron comparados

35




con espectros IR a diferentes temperaturas y Raman en s6lido, obtenidos para isétopos H

y D. En estado solido hay interacciones puente de hidrégeno involucrando los

fragmentos NH; y OH.

Un estudio mediante espectroscopia SERS ha sido realizado por Seballos et al. ©?, para

péptidos que contienen distintas secuencias; incluyen ademas, a los aminodcidos W, P e

Y. Las secuencias aminoacidicas estudiadas son W-P-Y, Y-P-W, W-P-P-P-Y, Y-P-P-P-

W, W-P-P-P-P-P-Y y Y-P-P-P-P-P-W. Se encontr6 que la respuesta SERS predominante

para todos los péptidos estudiados es la proveniente de W, en particular de los modos de

vibracion correspondientes al grupo indol. Este estudio tiene por objetivo lograr explicar

la interaccién, si existe, entre los péptidos y substratos metélicos para una mejor

comprension de la estructura de proteinas.

W out of phase breathing

! Y 2 ¥yza
W-P-Y

=4 | Win phase breathing
an \“—“" vy CO; stretch
£

w(/\fv\mf

T ]

]
650 850 1050 1250 1450
Raman shift (cn1)

Figura 10. Espectro SERS del péptido W-P-Y (7x 105 M) conteniendo el residuo W como amino-terminal

y usando la linea l4ser 633nm.
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Fang Wei et al. 8 publicaron un estudio SERS de tres péptidos que contenian cisteina
unida a diferentes aminoacidos arométicos; WC, YC, FC. Los espectros Raman de estos
péptidos fueron comparados con sus respectivos espectros SERS obtenidos sobre
substratos de oro; se encontrd gran amplificacién de las sefiales Raman en los espectros
SERS (sobre un 70 %) y sin cambios significativos en su frecuencia (<6 em™). La
informacién espectroscopica obtenida para estos péptidos fue comparada con los
espectros SERS de la penetratina (CGGRQIKIWFQNRRMKWKK), la cual es un
péptido de 19 aminoécidos que tiene la particularidad de penetrar una membrana celular.
Este estudio revela que las caracteristicas espectrales de los aminodcidos aromdticos,
cuando estan presentes a lo largo de una proteina, son las sefiales dominantes ya sea en
espectros Raman o SERS. Esto simplifica en gran manera la interpretacion espectral de

péptidos o proteinas.
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Figura | 1. Comparacion del espectro SERS tedrico (rojo) correspondiente a la suma de los espectros
individuales de cada aminoacido, con la medicion directa (negro) del espectro de penetratina.

(a) Modelo molecular del péptido penetratina incluyendo una fenilalanina (purpura) y dos moléculas de
triptofano (verde)

(b) Espectro Raman (los picos de la contribucion de TFA (acido trifluoroacético) se denotan con un
asterisco).

(c) espectro SERS
Cuatro péptidos alternados (polar-no polar) derivados del péptido auto-ensamblado
EAK-16 (Ac-AEAKAEAKAEAKAEAK-NH2) fueron estudiados mediante Infrarrojo y
Raman por Di Foggia ‘*”; registraron los espectros de los peptidos libres e interactuando
con una superficie de TiO,. Los péptidos fueron estudiados por sus posibles usos en
materiales biomiméticos debido a sus propiedades auto-ensamblantes y a la presencia
en dos de ellos de la secuencia arginina-glicina-acido aspartico RGD el cual es un activo
modulador de la adhesion celular. El conjunto de datos espectroscOpicos permitio
investigar la influencia de la substitucion de aminoacidos en la secuencia antes y

después de su deposito sobre TiO, Encontraron que después del deposito sobre TiO;
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todos los péptidos interactuaban mediante el grupo carboxilato y que los péptidos
mantenian una estructura de plegamiento beta. Ademds concluyeron que la substitucion
de un residuo aminoacidico polar incide sobre la capacidad de auto ensamblarse mds que
la insercidn de la secuencia RGD.

Tanto el conjunto de antecedentes bibliograficos recopilados como los argumentos
espectroscapicos vibracionales que sustentan estudios moleculares de tipo estructural, en
particular aquellos relacionados con la espectroscopia SERS, sugieren que este trabajo
de tesis contribuiia a la identificacién vibracional de la interaccién péptido-
nanoparticula, a partir de las concordancias y divergencias con las sefiales de sus
componentes estructurales como lo son el péptido amino-terminal y sus aminodcidos
estructurales. Esta informacién es relevante si consideramos que los datos
espectroscopicos vibracionales SERS de estos péptidos no los hemos encontrado en la
literatura, sélo existiendo una extensa informacién espectral IR y Raman para algunos
amino4cidos donde es posible encontrar diferentes espectros SERS atn para un mismo
aminodcido. Por ello que es de suma importancia realizar la identificacién de cada
unidad estructural del sistema, en particular de los aminodcidos que interactian
quimicamente con las nanoparticulas metalicas y apreciar como se orlentan frente a su

entorno inmediato en medio acuoso.
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I1.4 Hipétesis y Objetivos

11.4.1 Hipotesis
Sobre la base de datos vibracionales Raman y Raman amplificado por superficies
metalicas, se podria describir la interaccion entre péptido y superficies nanoestructuradas

de plata, Esta descripcion permitiria aportar al conocimiento en las areas emergentes de

la Nanobiotecnologia o Bionanotecnologia.
11.4.2 Objetivo general

Caracterizar estructuralmente los péptidos ADEDRDA y LGRGISL aislados e
interactuando con superficies metalicas, en ambientes cercanos a las condiciones
fisiologicas, mediante la espectroscopia vibracional y sus técnicas Raman y Raman

amplificado por superficie (SERS).

I1.4.3 Objetivos especificos

1. Fabricar nanoparticulas metalicas de Ag SERS activas.

2. Funcionalizar nanoparticulas con péptidos.

3. Registrar y asignar los espectros Raman y SERS para los aminoécidos
constituyentes de ADEDRDA y LGRGISL.

4. Registrar y asignar los espectros Raman y SERS para los péptidos ADEDRDA y

LGRGISL.
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5. Caracterizar mediante SERS los sistemas supramoleculares péptido — nanoparticula

metélica (aductos péptidos-superficie metélica)

6. Determinar e identificar aspectos estructurales y de orientacién molecular de los
péptidos  al interactuar con las superficies metélicas, a partir del registro e
interpretacion de sus espectros Raman y SERS.

7. Respaldar la interpretacién de los datos experimentales con célculos teoricos para

modelos estructurales de la interaccién metal-analito.
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II1. Materiales y Métodos
IIL.1 Parte Experimental

111.1.%1 Muestras

Se utilizaron reactivos Sigma Aldrich de pureza analitica y sin purificacién adicional.
Estos corresponden a nitrato de plata (AgNOj), citrato trisddico (Cg¢HsO7Naz) y
clorhidrato de hidroxilamina (NH,OH - HCI).

Los péptidos utilizados son solubles en agua y de alta pureza. Los péptidos ADEDRDA
y LGRGISL fueron facilitados por la Universidad de Texas, Galveston, a través del Dr.
Monasterio de la Universidad de Chile, los cuales tienen modificado el grupo
carboxilato terminal (COOQ) por un grupo amida (CONHy) lo que implica remover la
carga negativa y asemejar la estructura natural.

Los aminodcidos empleados GIBCO, tienen alta pureza y son utilizados sin purificacién
adicional, Estos corresponden a arginina (R), 4cido aspdrtico (D), 4cido glutamico (E),
alanina (A), serina (S), glicina (G), isoleucina (I) y leucina (L).

En general, la solucién estandar de aminoacidos o péptidos fueron preparadas con agua

nanopura a una concentracion de 103 M; en la solucién coloidal se controla el pH.

I11.1.2 Preparacién de nanoparticulas metilicas (NPs)

En este trabajo se utilizaron dos metodologias para sintetizar NPs de plata por reduccion
del ién metélico en medio acuoso. Las NPs de plata fueron preparadas por reduccion
quimica de iones Ag' (nitrato de plata) empleando como agentes reductores el

clorhidrato de hidroxilamina ® y citrato trisédico @ Las NPs preparadas con
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hidroxilamina como agente reductor presentan la ventaja de una distribucion homogénea
de forma y tamafio, ademas de la ausencia de productos remanentes de oxidacién que
podrian interferir en las mediciones.

ITL.1. 3. Registros Raman y SERS

Los espectros Raman son registrados para las muestras s6lidas y en solucion 10"M. Los
espectros SERS de los analitos (aminodcidos o péptidos) fueron registrados en solucién
coloidal y en agregados con NPs.

Se realizaron experiencias SERS adicionando alicuotas apropiadas de solucion estandar
de analito (20 pL 10 M) a 500 pL de solucién coloidal de Ag hasta alcanzar
concentraciones finales en el intervalo de 10 a 10° M. Antes de las mediciones SERS
este sistema se deja interactuar por un tiempo de entre 3 y 3 2 horas. Las superficies de
NPs de Ag utilizadas en las medidas micro-SERS fueron preparadas mediante la
inmovilizacién del complejo analito-NPs como un todo por depésito directo sobre una
placa de cuarzo.

Adicionalmente, se disefié un sistema que permite la medicién SiE'IRS y/o micro-SERS
en el mismo compartimiento de muestr'a empleando volimenes entre 0,5 y 10 uL de
solucion estandar de bioanalito. En la figura 12 se observa el sistema de medicion SERS
de los bioanalitos. El sistema consta de dos placas de cuarzo con un espaciador de
poliuretano, donde se adiciona la mezcla de analito con solucion coloidal. En la placa
inferior de cuarzo se mezcla un volumen de solucién con analito (0,5-10 pl)) con

suspension coloidal (70 pL). Posteriormente, se coloca la placa superior con un

espaciador para evitar tocar ambas placas. Luego se empuja suavemente la placa
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superior hacia abajo hasta que toque la solucion coloidal y lentamente se vuelve a la
posicion original; se habra formado una columna de suspension coloidal. Los fenémenos
de tension superficial principalmente y capilaridad permiten que la mezcla permanezca
entre las placas formando una columna de solucion. El sistema considera un paso optico
adecuado segtn la distancia focal entre la lente utilizada y la muestra; de esa forma es
posible la medicion SERS en el seno de la solucion coloidal (solucion de no mas de una

gota) o micro-SERS de los agregados analito-NPs en las superficies de las placas.

Lente optico

¥ Placa Superior
T E
Placa Infenor

Figura 12. Sistema de medicion espectral de muestras bioldgicas: aminodcidos y peptidos

I11. 1.4. Instrumentacion

Los espectros IR de arginina en bromuro de potasio fueron obtenidos empleando un
equipo Bruker Equinox 55 FT-IR, equipado con un detector DTGS.

Los espectros Raman y SERS son obtenidos con un espectrometro micro-Raman

Renishaw RM1000, equipado con un microscopio Leica DMLM con objetivos de 5x,
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20x y 50x y detector CCD enfriado eléctricamente. Las lineas laser de excitacion
disponibles son 514, 633 y 785 nm.

La sefial fue calibrada utilizando la linea 520 cm™ del silicio. La intensidad del laser en
la muestra en promedio fue de 2 mW. La resolucién espectral fue de 4 cm! y los
registros se realizan empleando entre 1 y 5 barridos espectrales de 10 s. Los espectros
son registrados en la region 200-1800 em”. Las condiciones de barrido fueron
controladas para obtener reproducibilidad de las mediciones y no generar degradacion de
las muestras bioldgicas.

Los espectros en la regién UV-visible de las soluciones coloidales fueron registrados en
un espectrofotémetro UV-VIS marca Cintra 5 utilizando celdas de 1 cm de paso 6ptico.
Los experimentos Raman y SERS se realizaron utilizando la linea laser 633 nm. Al
utilizar esta linea ldser, se obtuvo una mejor resolucion espectral en la region
comprendida entre 200 y 1800 cm™! respecto de las sefiales obtenidas al utilizar las lineas

514 y 785 nm.
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I11.1.5 Preparacién de nanoparticulas metalicas
I11.1.5.1 Sintesis de soluciones coloidales de plata
IIL.1.5.2. Coloide de plata utilizando como agente reductor clorhidrato de

hidroxilamina

Uno de los métodos de preparacién de nanoparticulas utilizados en esta tesis es el
reportado por Leopold et. al.”’ Se disuelve 0.021 g de clorhidrato de hidroxilamina
(NHzOﬁ « HC1) en 5 ml de agua nanopura; posteriormente se agrega a esta solucion 4.5
ml de NaOH (0.1 M). La mezcla resultante es adicionada a una solucién de AgNO;
preparada a partir de 0.0178 g de sal en 90 ml de agua nanopura. Este procedimiento se
realiza con agitacion suave. Con esto se obtiene una solucién de aspecto lechoso de
color amarillo-grisdceo, cuyo espectro de extincion presenta un maximo a 420 nm. En

términos generales la reaccién redox es la siguiente:

2 Agt + 2NH,OH + 20H —, 2Ag’ + N; + 4H,0

TIL.1.5.3 Coloide de plata utilizando como agente reductor citrato trisédico

En este método se sigue el procedimiento descrito por Lee y Meisel.®) 50 ml de solucion
acuosa 10> M de AgNO; se llevan a ebullicion con agitacién constante y a reflujo. En
este punto se agrega 1 ml de solucién de citrato trisédico (C¢HsO7Na3) al 1% m/v. Esta
mezcla resultante se mantiene hirviendo a reflujo durante 1 hora. Se obtiene una
solucién coloidal de apariencia lechosa de color gris. En términos generales la reaccién

redox es la siguiente:

4Ag" + CeHsONay + 2H,0 — 4Ag® + CeHsOsHs + 3Na® + H + 0,
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IV. Resultados y discusion
IV.1 Caracterizacion de nanoparticulas de plata.

La distribucién de tamafios de las NPs se infiere del espectro visible considerando la
longitud de onda del méximo de absorcién y ancho medio de banda. La morfologia de
las NPs se determina empleando microscopia electrénica de barrido (SEM).

La metodologia para preparar las NPs determina diferencias en cuanto al tamafio, forma
y estabilidad de la suspension coloidal en el tiempo. NPs preparadas a partir de la
reduccidn con citrato presentan una mayor distribucion de tamafios y estabilidad en el
tiempo que las obtenidas con hidroxilamina; esto es una ventaja, ya que la solucién
coloidal se puede almacenar por meses sin degradacién y/o descomposicion.

La mayor estabilidad de nanoparticulas metdlicas reducidas con citrato trisddico se
atribuye a la adsorcidn de iones citrato en la superficie de las NPs, los que actiian como
un buffer de pH. Ademads, la elevada fuerza i6nica de los iones citrato otorga una mayor
repulsién por carga negativa entre las NPs y con ello una mayor estabilidad del coloide.
La desventaja de este coloide es que presenta sefiales SERS, que; se intensifican a pH
4cido ", y que podrian interferir con las sefiales del analito al trabajar bajo estas
condiciones. En general, las NPs reducidas con citrato proveen un medio adecuado para
las experiencias SERS otorgado por las caracteristicas buffer de pH; el limite inferior de
trabajo debe ser pH 5,5 para evitar interferencias por el citrato. En la figura 13 se
muestran los espectros de extincién de soluciones coloidales de Ag empleando citrato e
hidroxilamina como agente reductor. El espectro de extincion de la solucion coloidal de

Ag reducida con citrato (Fig.13) se caracteriza pot un méximo centrado en 425 nm,
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mientras que el espectro de extincién para la solucidn coloidal de Ag reducida con
hidroxilamina tiene un méximo centrado en 414 nm. Un mayor ancho medio de banda se
relaciona con una mayor distribucion de tamafios, por lo cual se infiere que las NPs de

Ag reducidas con citrato presentan una mayor distribucién de tamafios que las reducidas

con hidroxilamina.
414 nm
5 Plata Hidroxilamina
rT]
£
i 425 nm
Plata Cifrato
L ] 1 1 L 1 3
T 1 T T T i t
400 500 600

Longitud de onda ! nm

Figura 13. Espectros de extincién de soluciones coloidales de Ag empleando citrato e hidroxilamina como
agente reductor.

Las nanoparticulas metalicas reducidas con hidroxilamina se estabilizan por la adsorcion
de iones cloruro en la superficie de las NPs. Los iones cloruro no actiian como buffer de
pH, por lo cual la formacién de 6xidos de nitrégeno podria afectar el pH de la solucién
coloidal por la formacién de los écidos correspondientes en medio acuoso. Para evitar
ese fenémeno el coloide se lleva a pH 7 al momento de la._ preparacién. La ventaja de

este coloide es que presenta una unica banda Raman correspondiente a la vibracion
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Ag-Cl a 247 cm™. Ademas la alta afinidad de los iones cloruros por la plata, desplaza las
posibles interferencias de otros compuestos (M, En general, las NPs reducidas con
hidroxilamina proveen un medio adecuado para las experiencias SERS por no presentar
sefiales que puedan interferir; esto siempre que ¢l pH de trabajo se mantenga ajustado.
Considerando la estabilidad del coloide, y las caracteristicas de los biocanalitos, las
experiencias SERS se realizaron a pH 7.

Ademas se registrd el espectro de extincién para NPs secas de plata reducidas con
hidroxilamina sobre un vidrio funcionalizado, con el objetivo de conocer los cambios
que se generan al pasar del medio acuoso al aire. Estos cambios en los especiros se
deben a la distinta constante dieléctrica que presentan ambos medios. En el espectro de
extincion para las ‘NPs en solucién el méximo se observa a 414 nm, mientras que para

las NPs secas, se produce un corrimiento hacia el azul y el méximo se desplaza a 330nm.

Plata Hidroxilamina
{solucidn coloidal)

-

Plata Hidroxilamina
{seco sobre vidrio)

Extincion Normalizada

M (] % 1 3 1 :
T T T T T T T

400 500 600

Longitud de onda/nm

Figura 14. Espectro de extincién para NPs de Plata reducidas con Hx en solucién (gris)
y secas sobre vidrio (negro)
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La morfologia y distribucién de tamafios de las nanoparticulas de plata reducidas con
hidroxilamina se puede observar en la imagen obtenida por microscopia electrénica de

barrido.

Imagen obtenida por SEM de nanoparticulas de plata sobre vidrio funcionalizado.

Sobre la base de esta informacion se puede observar la morfologia esferoidal de las
nanoparticulas, las cuales presentan didmetros en un rango aproximado de 50 a 120 nm.
Estos resultados concuerdan con la informacion proporcionada por los espectros de

extincion de las NPs de plata.
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V.2 Registro y asignacion de los espectros Raman para los aminodcidos
constituyentes de ambos péptidos.
Se han registrado los espectros Raman para cada uno de los aminodcidos presentes en la
estructura molecular de los péptidos en estudio. Una vez registrados los espectros, se ha
realizado la correspondiente asignacion de los modos normales de vibracion de las
principales bandas observadas. Esta informacién es fundamental, ya que sobre esa base
se identificaran corrimientos espectrales y/o amplificaciones de bandas por efecto de la
presencia de las nanoparticulas metalicas en SERS. Esta comparacion nos permitira
inferir aspectos estructurales y de orientacion molecular de los analitos al interactuar con
las NPs.
1V.2.1 Espectros Raman para los aminogcidos constituyentes de ADEDRDA
En las figuras 16 y 17 se presentan los espectros Raman en estado solido para los
aminoécidos alanina (A), arginina (R), acido aspartico (D) vy acido glutamico (E)
constituyentes del péptido ADEDRDA utilizando una linea laser de excitacion de 633

nm. En la figura 15. Se presenta la estructura molecular de ADEDRDA.

Figura. 15. Estructura molecular del péptido ADEDRDA.
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Figura 16. Espectros Raman de alanina (a) y arginina (b), entre 200 y 1800 cm™,
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Figura 17. Espectros Raman de dcido aspértico (a) y 4cido glutdmico (b),
entre 200y 1800 cm™.
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Las asignaciones para las principales bandas de cada aminoacido han sido propuestas

sobre la base de los espectros obtenidos y la informacion relacionada en la literatura 5,

Para los aminoécidos constituyentes del péptido ADEDRDA esta informacion se

presentan en la siguiente tabla:

A

R

Asignacién
propuesta

1690

vC=0

1660

v,CO0"

1594

1596

8,NH;~

1530

8.NH;"

1481

&,CH;

1439

8CH,

1406

1406

v;CO”

1415

v,COO"

1359

scissCH,

1357

6,CH;

1349

scissCH,

1334

8CH

1326

wCH,

1304

1308

L0}] CHz

1258

wCH,

1173

pNH;"

1133

pNH,

1119

SNH,"

1111

pNH; ' ~C-C

1085

1081

vC-C

1067

viC-N

1044

[0 NH;;*

1020

vC-N

969

pCH;

968

936

vC-COOr

915

919

vC-COO"

898

vC-C

865

869

vC-C

850

vC-C

846

oNH

776

§COO°

737

§CO0

664

aCO0

652

nisee)

549

pCOO”

530

T ?N-.H:;;+

514

Tabla 1. Asignacién propuesta para las principales bandas Raman entre 200y 1800 cm! de los

T NH3+

aminodcidos constituyentes de ADEDRDA,
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1V.2.2 Espectros Raman para los aminodcidos constituyentes de LGRGISL

Los espectros Raman en estado solido para los aminoacidos glicina (G), serina (8S),
leucina (L) e isoleucina (I) constituyentes del péptido LGRGISL se obtuvieron en las
mismas condiciones que para el péptido ADEDRDA y se presentan en las figuras 19 y

20.

Figura. 18. Estructura molecular del péptido LGRGISL.
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Figura 19, Espectros Raman de glicina (a) y serina (b), entre 1800 y 200 cm™
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Figura 20, Espectros Raman de leucina (a) e isoleucina (b), entre 200 y 1800 cm™.
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En la Tabla 2 se presenta la asignacién propuesta para las principales bandas Raman

entre 200 y 1800 cm™ de los aminoacidos constituyentes del péptido LGRGISL.

L | G S Asignacién
propuesta
1669 vC=0
1624 1619 1627 8.NH;"
1568 5,NH;"
1517 1511 3.NH,"
1453 1445 1454 1461 sciss CH,
1408 1396 1410 1414 v,COO"
1354 6,CH;
1338 §,CH,
1327 1324 1324 wCH; + @NH,
1127 1134 1136 1133 3NH;"
1030 1031 1033 vC-N
1006 vC-0
968 vC-C
950 vC-C
944 vC-C
922 919 vC-COO"
891 rCH,
845 851 851 vC-C
767 SC00°
696 6COO"
668 674 601 607 wCO0O’
531 535 TNH;'
502 512 bend COO"

Tabla 2. Asignacion propuesta para las principales bandas Raman de los aminoécidos constituyentes de
LGRGISL entre 1800 y 200 cm™

61




IV.3 Valor medio del indice hidrofilico para los péptidos en estudio.

En la tabla 3, se presenta el valor de los indices de hidrofilicidad % e hidrofobicidad 2

para los aminoécidos constituyentes de los péptidos ADEDRDA y LGRGISL.

Aminoécido indice Hidrofilico Indice Hidrofébico
Alanina (A) -0.5 1.8
Arginina (R) 3.0 4.5
Acido aspértico (D) 3.0 3.5
Acido Glutamico (E) 3.0 -3.5
Leucina (L) -1.8 3.8
Glicina (G) 0.0 -04
Isoleucina (I) -1.8 4.5
Serina (S) 0.3 -0.8

Tabtla 3. Indices hidrofilico e hidrofébico para cada aminodcido.

Estos valores individuales para cada amino#cido, permiten obtener un valor medio de

hidrofilicidad (HFi ;) o hidrofobicidad (HFo 1) para una secuencia peptidica, lo cual es

la base para tener una aproximacion del caracter hidrofébico o hidrofilico del péptido en

estudio. Para obtener el valor de HFi 4, para el péptido, se calcula el promedio de los

valores individuales para cada uno de los aminoacidos que constituyen la secuencia,

COmo se muestra a continuacion para los péptidos ADEDRDA y LGRGISL.

HFi 4 ADEDRDA =(-0.5+3.0+3.0+3.0+3.0+3.0-0.5 /7= 2

Valor que nos indica el caracter hidrofilico del péptido,

HFi % LGRGISL=(-1.8 +0.0+3.0 +0.0-1.8 + 0.3 -1.8) / 7= 0.3

Este valor sugiere un caracter levemente hidrofébico de este péptido.
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Las siguientes graficas muestran el indice hidrofilico en funcién de cada amino4cido

Indice Hidrofilico Indice hidrofilico para aminoacidos de ADEDRDA

35
3

25

2

15

1

05

0 T
05 -—@L e

Aminoégcidos

Indice Hidrofilico Indice hidrofilico para aminoacidos de LGRGISL

4

Aminodacidos

Figura 21. Gréficos del indice hidrofilico en funcién de cada aminodcido
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1V.4 Obtencioén de la carga neta para los péptidos, a partir de valores
individuales de carga neta de los aminodcidos

La carga neta de los aminoacidos se consigna segiin el pH de trabajo en la solucidén
coloidal (pH = 7). Los péptidos en estudio deben interactuar con nanoparticulas que
_ presentan un entorno de carga negativa; es por ello que la carga neta que presenten los
peéptidos en estudio es fundamental en la interaccién entre ambos sistemas. Es relevante
por lo tanto analizar la cadena lateral que presenta cada amino4cido constituyente de la
secuencia; son estos fragmentos aminoacidicos los que determinan la carga neta en el
contexto de la secuencia de un péptido.

En el siguiente esquema se presenta la carga neta para cada uno de los aminoécidos

presentes en la estructura de los péptidos en estudio:

A D E D R D A L G R G I S L
+1 -1 -1 -1 +1 -1 ¢ +1 0 +1 0 ¢ 0 0
X=-2 =42

La suma de los valores de carga neta para cada aminoécido permite obtener un valor de
carga neta para el péptido; en el caso de ADEDRDA se obtiene un valor -2 y para
LGRGISL un valor +2. Esto es importante de considerar ya que podemos predecir que el
péptido LGRGISL podria interactuar con las NPs al estar favorecido por carga; todo lo
contrario ocurriria para ADEDRDA.

Se debe mencionar que en ADEDRDA la carga neta positiva presentada por alanina (A)
es producto de que (A) es el aminoécido amino términal (NHs™); lo mismo ocurre en

LGRGISL en el caso de leucina (L). Otro aspecto a considerar, es que el grupo
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carboxilato terminal del péptido ha sido modificado por un grupo amida (CONH); es
por ello que los aminoécidos carboxilato terminales presentan carga neta cero y no -1.

Sobre la base de lo mencionado anteriormente, se puede esperar que el papel
desempeiiado por arginina, que es el Unico aminoacido que a pH 7 presenta un grupo

cargado positivamente (grupo guanidinio), oriente la interaccion de los péptidos hacia ,

las NPs.
GRUPOR GRUPOR
. H
0. _
D o -L.Hg-ﬁ—COO G H-g—coo-
= B3 NH3
-0 H = H
A -CHa . CH;
E D&L.-,H‘ CHa ¢—COO i ):H-CHQ-{#—COO'
NH3 CH; NH3

i H

R HQN-ﬁ—NH—CHQ—CHT»CHQ“F(#—COO- I CHCH,-CH4C-COO-

g X
NHz s CH3|NH3

H H

A CH;:.—&IF—COO‘ S HO —CH;*-#—COO'
INH3 NHz
e

Figura. 22. Estructuras de los aminoacidos presentes en los péptidos. En rojo se indica la .

cadena lateral para cada aminoacido (grupo R).
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IV.5. Espectros SERS de los aminodcidos constituyentes de ambos péptidos

Se han registrado los espectros SERS para cada uno de los aminoécidos constituyentes

de los péptidos empleando NPs de Ag reducidas con hidroxilamina y utilizando Ia linea

laser 633 nm. Bajo estas condiciones se obtuvieron las mejores respuestas espectrales.

En las figuras 23 a la 30 se presentan los espectros SERS obtenidos para cada

aminoécido estudiado y también se discute la asignacidén propuesta para las principales

bandas observadas entre 200 y 1800 cm™.
IV.5.1 Aminoicides constituyentes de ADEDRDA

1V.5.1.1 Espectro SERS alanina

OH

NH,

Raman Intensity

] 1 ] 1 I L ] ' 1 T [ T ] Ll 1
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Wavenumber cm™

Figura 23, Espectro SERS ae muestra seca de alanina cubierta de NPs de plata reducidas con

hidroxilamina. Linea 14ser de excitacion 633 nm.
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En el espectro SERS de alanina se distingue la banda intensa a 804 c¢m™ asignada al
modo tNH;", Otras bandas que involucran a este grupo molecular corresponden a las
bandas observadas a 1587 ,527 y 1179 cm™ atribuibles a §,NH;", tNH;" y pNH;",
respectivamente. (Para simbolos de los modos normales ver pagina X)

La banda observada a 1031 cm™ corresponde a un modo vC-C y la ubicada a 1096 ¢m™
corresponde a un modo vC-N. A 1315 cm™ se observa una banda de mediana intensidad
asignada a un wCH,; las bandas a 1446 y 1466 cm™ se atribuyen a un modo de
deformacién del grupo CHy. Para el grupo metilo se observa una banda a 1291 cm’!
correspondiente a un modo de deformacién.

Para el grupo carboxilato se observan dos bandas correspondientes a los modos de
estiramiento simétrico y asimétrico a 1315 y 1526 cm’, respectivamente; esta tiltima

banda relativamente ancha debe presentar una contribucién adicional del modo §;NEH;*
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1V.5.1.2 Espectro SERS del 4cido aspértico.

806

Raman Intensity

1372

HO

OH
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400 600 800

Wavenumber cm’”

1 * ) ' []
1000 1200 1400

1
1600 1800

Figura 24, Espectro SERS de muestra seca de 4cido aspértico cubierta de NPs de plata reducidas’con

hidroxilamina. Linea l4ser de excitacidn 633 nm.

En el espectro SERS de 4cido aspartico se pueden observar un conjunto de bandas que

pueden ser asignadas a distintos modos vibracionales correspondientes al grupo

carboxilato; sobre esa base se puede inferir una interaccién entre este grupo y la

superficie metélica. La banda intensa observada en el espectro a 1372 em™! es asignada

al modo v;COO"y el correspondiente modo stretching asimétrico a la banda a 1614 cm™.
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Las bandas ubicadas a 755 y 920 cm™ corresponden a los modos 8COQ" y vC-COO,
respectivamente. La banda intensa ubicada a 806 cm’! corresponde a un rNH;", la banda
ubicada a 1180 al modo pNH;'y la observada a 523 ¢m™ al modo de ™NH;". Los modos
de deformacion simétrica y asimétrica para el grupo amino se observan con una débil
intensidad a 1552 y 1584 cm’, respectivamente. La banda ubicada a 437 cm’ de
mediana intensidad es asignada a una deformacion del grupo C-C-C.

IV.5.1.3 Espectro SERS del 4cido glutdmico.
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Figura 25. Espectro SERS de muestra seca de 4cido glutdmico cubierta de NPs de plata reducidas con

hidroxilamina. Linea laser de excitacidn 633 nm.
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IV.5.1.4 Espectro SERS de arginina.

Raman Intensity

T T T T T T T

T T
1200 1400 1600

T T T T 1
400 600 800 1000 1800

Wavenumber cm”

Figura 26. Espectro SERS de muestra seca de arginina cubierta de NPs de plata reducidas con

hidroxilamina. Linea laser de excitacién 633 nm. -

Debido al importante rol desempefiado por la arginina en la interaccién péptido-NPs, su

analisis espectral SERS se realiza detalladamente en la seccién IV.7.
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1V.5.2 Aminodcidos constituyentes de LGRGISL

IV.5.2.1 Espectro SERS de leucina.

Raman Intensity

T L3 T

] ! 1 L

T 1 T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600 * 1800

Wavenumber cm™

Figura 27. Espectro SERS de muestra seca de leucina cubierta de NPs de plata reducidas con

hidroxilamina. Linea laser de excitacién 633 nm.

En el espectro SERS de leucina se distingue la banda de intensidad relativa alta a 755

cm™ la que puede ser asignada a un modo de deformacién del grupo COO". A 1613 em™!

se observa la banda correspondiente al modo v,COO” y a 720 ecm™ el modo §COO".
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Numerosas bandas del espectro se asignan a distintos modos vibracionales del grupo
NH;". Las bandas a 525, 1134 y 1186 cm™ se asignan a los modos T™NH;", SNH;" y
pNH;", respectivamente. Los modos de deformacién simétrica y asimétrica del grupo
NH;" se observan a 1532 y 1581 cm’, respectivamente. Las bandas a 389, 437 y 847

! son asignadas respectivamente a 8C-C-C fuera del plano, 8C-C-C en el plano y vC-

cm
C. Las bandas observadas a 1258 y 1432 cm’’ corresponden a los modos wCH; y
scissoring CHj, respectivamente. La banda de intensidad relativa alta a 1337 cm™ es

asignada al modo §,CHj.
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IV.5.2.2 Espectro SERS de glicina.

Raman Intensity
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Figura 28. Espectro SERS de muestra seca de glicina cubierta de NPs de plata reducidas con
hidroxilamina. Linea laser de excitaci6n 633 nm.
En el espectro de glicina se observan las bandas a 1619 y 1367 cm’ correspondientes a
los modos vaCOO y vCOO, respectivamente. Se distingue ademds la banda a 915 cm™
la que se asigna al modo vC-COQ" y la banda cercapa a los 1700 cm™ asignada al modo
de estiramiento vC=0. A 809, 1176, 1444, 1541 y 1584 cm™ se observan los modos
asignados a rNH;", SNH;", SNH, 8NH;" y 8;NHj", respectivamente. La banda a 1032

cm’! es asignada al modo vC-N.
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asigna al modo vC-CHj;. A 1247 cm’ se observa una banda débil asociada al modo

oCH,. Se distingue ademés una banda de intensidad media a 919 cm” correspondiente

al modo de estiramiento C-C.

IV.5.2.4 Espectro SERS de serina
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Figura 30. Espectro SERS de muestra seca de serina cubierta de NPs de plata reducidas con

hidroxilamina. Linea ldser de excitacién 633 nm.

-

En el espectre de serina se destaca la banda intensa a 1050 cm’, sélo observada en el
espectro SERS de este aminodcido con una intensidad relativa alta; esto se debe a que en

la estructura de este aminodcido se encuentra el grupo —CH,—OH. Esta banda se
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relaciona con este fragmento molecular y es asignada al modo vC-O. Otra banda intensa
es la observada a 848 cm™ asignada 2 un modo vC-C junto a la banda débil ubicada a
915 cm’. Bandas asociadas al grupo CH; se pueden observar en el espectro a 1238,
1347 y 1457 cm’, asignadas a owCHj, 6CH, y scissCHa, respectivamente. Bandas
asociadas al grupo amino se aprecian con baja intensidad a 1137 y 1638 cm™ al igual

que para el grupo carboxilato a 1563 cm™.

IV.6 Espectros SERS de los péptidos ADEDRDA y LGRGISL

Se sabe que la hidrofobicidad y la naturaleza hidrofilica de los residuos aminoacidicos
sufren importantes cambios cuando se varia el pH. Sin embargo en el rango de pH al
cual se realizaron los experimentos (5.5 — 7.0) no se observaron modificaciones
espectrales.

Sobre la base de los valores de hidrofilicidad o hidrofobicidad, podemos proponer una
aproximacion acerca de la posible interaccién péptido-nanoparticula metélica, esto
debido a que la carga residual de las NPs es negativa. La carga negativa impuesta por los
tres 4cidos aspérticos (D) y el acido glutdmico (E) més las caracteristicas hidrofilicas del
péptido ADEDRDA sugieren que una posible interaccion con la superficie de plata
coloidal es muy poco probable ya que este péptido tenderia a permanecer en solucién
acuosa; sin embargo, la carga positiva presente en arginina (R) puede inducir la
interaccion analito-metal. En la figura 31 se muestra los espectros SERS obtenidos para
a;llbOS péptidos en muestras secas. El coloide de plata utilizado para obtener estos

espectros fue preparado por reduccién del i6n Ag* con citrato trisédico.
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Figura 31, Espectro SERS de los péptidos ADEDRDA y LGRGISL. Linea ldser de excitacién 633 nm.
(Muestras secas). Utilizando NPs de plata reducidas con citrato,

El analisis de los espectros SERS fue realizado sobre la base de los espectros Raman y
SERS y de las asignaciones de las bandas mds caracteristicas para cada uno de sus

aminodcidos constituyentes. "2,
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La interaccién de los péptidos y las nanoparticulas metélicas es relativamente débil, lo
cual probablemente se deba a la distribucién de carga de los residucs aminoacidicos
vecinos a arginina; esta situacién es impuesta por la carga negativa del acido aspartico
(D) en ADEDRDA y la carga cero de los residuos de glicina (G) en LGRGISL.

La naturaleza fisicoquimica de los aminoacidos adyacentes a arginina puede por tanto
influenciar negativamente la capacidad de interaccién del péptido a través del grupo
guanidinio de la arginina.

En el espectro SERS de ambos péptidos se puede observar un conjunto de bandas, las
cuales han sido asignadas por diferentes autores, & al grupo guanidinio presente en
arginina; estas bandas en el espectro SERS de arginina se observan a 1088, 993 y 843
cm™ 1°, Estas tres bandas se observan en el espectro SERS de LGRGISL a 1047, 994 y
843 cm™ y en ADEDRDA a 1045, 984 y 835 cm™. (Ver Fig. 31) ’

La presencia de las bandas alrededor de 1200 cm™ (INHp, SNH), 560 em™ (pC=0,
oNH,), 1700 cm™ (vC=0, 8NH,) y en la region comprendida entre 650 y 750 cm™!
(deformacién NH,) en ambos péptidos, esta asociado con las modificaciones quimicas
en el grupo carboxilo terminal, recordando que el fragmento terminal COO" fue
modificado por un grupo amida (CONH;) en ambos péptidos.

En el espectro SERS del péptido LGRGISL se destacan las bandas a 559 y 1196 cm’?
asignadas a los modos acoplados pC=0, ®NH,, la primera, y r NHz, 6NH, la segunda.
Estas bandas estan relacionadas a la modificacion realizada en el carboxilato terminal de
leucina por el grupo amida (CONH»). Ademds, a 1703 cm” se observa la banda débil
asignada a los modos vC=0 y 8NH,. La banda intensa a 712 cm” es asignada a una

deformacién que involucra al grupo amida. La banda observada en el espectro a 1515
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em™ corresponde a una deformacién simétrica del grupo NH;" presente en leucina; a
1344 cm™ se observa una banda débil asignada al modo 8,CHa, probablemente de

! se observa una banda débil correspondiente a la

leucina o glicina. A 1648 cm’
deformacion del grupo NH. Un modo de deformaci6n para el grupo CH; se observa a
1474 cm™. A 859 cm™ se observa una banda de intensidad media correspondiente al
modo de estiramiento C-C, probablemente de los aminoécidos leucina o serina. Tres
bandas asociadas al grupo guanidinio pueden observarse en este espectro, 837, 994 y
1047 cm™, asignadas todas ellas a deformaciones del grupo NH.

En el espectro SERS de ADEDRDA pueden observarse de igual modo que en LGRGISL
las bandas asociadas a la modificacién del grupo carboxilato terminal, esta vez del
aminodcido alanina. Esas bandas se observan précticamente a igual frecuencia (558 y
1200 cm™) y asignadas a los mismos modos vibracionales que en ¢l caso de LGRGISL.
La intensidad de la banda a 558 cm™ que es de alta intensidad en LGRGISL, pero de
mediana intensidad relativa en ADEDRDA. Esta diferencia se debe probablemente a la
presencia de aminodcidos vecinos con carga neta negativa; este ‘es el caso del acido
aspértico que actia inhibiendo la interaccion entre el péptido y la superficie metélica por
interaccion de repulsion entre cargas negativas.

Bandas asociadas al grupo carboxilato observadas proximas a 600 cm™ y a 720 cm™ son
asignadas a deformaciones de este grupo molecular. A 752 cm™, se observa una banda

de intensidad relativa media la que puede ser asignada al modo de estiramiento C=0 al

igual que para la banda a 1700 cm™ asignada al modo de estiramiento C=0, més una

contribucién de una deformacién del grupo NH,. Bandas asignadas a los modos de’

formacién simétrica y asimétrica para el grupo NH;" se observan a 1517 y 1597 em™,
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respectivamente; esto confirma la interaccion entre alanina y la superficie metalica. La
banda intensa a 883 cm’ es asignada al modo de estiramiento C-C y la de intensidad
media a 1075 cm™ al modo v;C-N; esta iltima banda se observa relativamente intensa en
el espectro SERS de 4cido glutdmico a 1068 cm’. A 835, 984 y 1045 cm™ pueden
observarse las bandas asociadas al grupo guanidinio, verificindose de este modo la
importancia que desempeiia este grupo molecular en la orientacién de ambos péptidos al
interactuar con las nanoestructuras de plata.

Sobre la base de los resultados obtenidos, es fundamental realizar un andlisis vibracional
mas detallado para el aminodcido arginina debido a que este aminoécido influye
orientando la interaccion de los péptidos sobre las nanoparticulas metalicas a través del
grupo guanidinio. Es por ello, que adicionalmente se realizo un estudio detallado para

este aminoacido y su interaccién con nanoestructuras de plata (Ver seccion IV.7.)
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La carga neta positiva en el caso de LGRGISL resulta de la contribucién del grupo
guanidinio de arginina. Ademds presenta caracter hidrofbico, es por ello que es posible
inferir acerca de una interaccién neta analito-metal, donde esta interaccion estaria
inducida por el residuo de arginina y mas especificamente a través del grupo guanidinio-
B de este aminoécido.

Sobre la base de estos hechos, se puede esperar obtener un espectro SERS en solucién
acuosa coloidal de AgNPs para LGRGISL, pero serfa muy improbable obtener un
espectro SERS en las mismas condiciones para ADEDRDA. Esta idea fue confirmada.
En efecto, fue imposible obtener un espectro SERS en solucién para ADEDRDA; por el
contrario, para el péptido LGRGISL se obtuvo un espectro SERS en solucién acuosa de
AgNPs — citrato. En la figura 32 se presenta el espectro Raman y SERS en solucion
coloidal para LGRGISL. Para obtener un espectro SERS del péptido ADEDRDA la
medicion se realizé para la muestra seca. (ver figura 31).

Las bandas observadas en el espectro Raman de LGRGISL a 1675, 1248 y 959 em’,
asignadas a los modos amida I, amida III y deformacién del esqueleto, sugieren que no

hay una conformacion estructural definida del péptido.
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Figura 32. Espectro Raman (muestra sélida) y'SERS de LGRGISL en solucion coloidal de plata preparada

con citrato trisédico como agente reductor.
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En la Tabla 4 se indica la asignacién mas probable para los espectros SERS de los
péptidos expresada en términos de los simbolos de una letra para cada aminoacido. En la

Tabla 5 se indican algunas propiedades fisicas y fisicoquimicas de ambos péptidos.

LGRGISL ADEDRDA Asignacion
1703 1700 vC=0, 6NH,
1648 SNH

1597 +
1515 1517 8NH
1474 G
1433 D
1344 G,L
1333 D,EA
1322 G,L
1272 G,L
1196 1200 r(NH,), 8NH
1047 1075
1045 R
994 984
956 R,E
883 E,D
859 L,S
837 835 R
752 AE,D
720 AE,D.
712 L,G,1,S,D
646 AE,D
645 S
614 A,E.D
559 558
512 pC=0, oNH,
472
434 423
389 384 8CN
Asignacién propuesta expresada en términos de los simbolos de una letra para
cada aminodcido: R Arginina, D Acido aspértico, L Leucma G Glicina, I Isoleucina,
S Serina, A Alaninay E Acido Glutmico.

Tabla 4, Asignacién de bandas propuesta para los espectros SERS de ambos péptidos en la regién 1800-
300 cm”!
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La tabla 5. Contiene parametros fisicos y propiedades fisicoquimicas de los péptidos

ADEDRDA y LGRGISL.

Peptide

ADEDRDA

LGRGISL

Estructura
Quimica

|
A D E D ‘ R D A L G R G | S L
Carga 4 A 1 A +1 K 0 +1 0 +1 0 0 0 0
Neta
(pH5.5-7.0)
p 22 +2
A D E D R D A L G R G I S L
Indice 05 +3 +3 +3 +3 +3 05 1,8 0 +3 0 -1.8 | +03 | 1.8
Hidrofilico
(2] X =420 X=-03
A D E D R D A L G R G i S L
Hidrofobicidad 18 -3,5 -3, -3,5 -4.5 -3,6 1.8 38 -04 -45 0.4 45 -0.8 38
[26]
X=-21 X=+09
Masa Molar
789.75 713.89
(g/mol)

Tabla 5. Propiedades de los péptidos ADEDRDA y LGRGISL: carga neta, indice hidrofilico,

hidrofobicidad y masa molar.

* En los péptidos ADEDRDA y LGRGISL se ha modificado el grupo carboxilo terminal por el grupo
amida (CONH) con el fin de remover la carga negativa e imitar la estructura natural.
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IV.7. Anilisis vibracional y cilculos teéricos para arginina

Se han registrado los espectros IR y Raman para arginina. El espectro SERS se registrd
utilizando nanoparticulas de plata reducidas con hidroxilamina. Se ha realizado un
estudio teérico mediante el método Hiickel extendido para un modelo estructural de
arginina interactuando con una superficie metédlica tipo cluster. Este estudio

complementa la interpretacion de los resultados obtenidos experimentalmente .

IV.7.1 Andlisis espectros infrarrojo y Raman
Los espectros IR y Raman para arginina sdlida se muestran en la figura 32. El analisis

espectral fue realizado sobre la base de resultados publicados para otros aminoacidos > %

1416 incluido arginina "' El analisis considera la asignacién més probable
propuesta por diferentes autores. La asignacién mds probable para las bandas se presenta
enla Tabla 6.

El modo de deformacion scissoring del grupo NH, aparece en la region 1638 — 1574

! con alta intensidad en IR y relativamente baja en Raman. Bandas caracteristicas en

cm
el espectro IR bajo 1700 cm™ corresponden a un estiramiento asimétrico de COO™ y
deformaciones de los grupos NH, y NH;". Las deformaciones correspondientes al grupo
CH, se observan como bandas mds intensas en el espectro Raman que en el espectro IR.
Al menos tres vibraciones de estiramiento CN para arginina con carga +] se observan en

las regiones del espectro IR: 1652-1693 cm’™’ (vC=N), 1618-1663 cm’ (vC=N) y 1176-

1183 cm™ (vC-N).
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Las deformaciones asimétricas del grupo NH;* pueden observarse cerca de 1600 em™;
los modos simétricos se atribuyen a la banda ancha e intensa observada cerca de 1520
em’.

Una vibracién rocking del grupo NH; se observa a alrededor de 1140 ecm™. En los
espectros IR y Raman se observan bandas en la regién 1049-1096 cm™, las cuales son
asignadas a estiramientos correspondientes al enlace C-N. La banda de intensidad
relativa media-alta ubicada a 1046 cm™ es asignada en los espectros Raman e IR a un
modo wagging NH;". La banda mds intensa que se observa a 971 c¢cm™ en el espectro
Raman corresponde al modo pCH;, Los modos vC-C de intensidad media en IR y débil
en Raman se observan en Ja region espectral comprendida entre 1000 y 800 cm’; el
modo wagging NH; y modos torsionales se localizan en la regién comprendida entre 850
y 720 cm™. Los modos correspondientes a rocking CH, se observan en la regién 760-
712 cm™.

Modos normales correspondientes a wagging COO" y deformaciones del mismo grupe
se han asignado en torno a 670 cm’'. Bandas Raman asociadas con vibraciones de
deformacion NH, se observan en la region 480-595 cm’’ del espectro. La absorcién
intensa a 1046 cm™ y las medias y débil observadas a 1523, 848 y 793 cm™ han sido
2569,11,2024

asignadas al fragmento guanidinio de acuerdo a diferentes autores

Los espectros Raman ¢ infrarrojo para arginina se presentan en la figura 33.

-
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Figura 33. Espectros IR (a) y Raman (b) para arginina sélida.

1V.7.2 Anilisis espectro SERS
Un tinico y reproducible espectro SERS para arginina no pudo obtenerse en solucién. En
la figura 34 se presentan dos espectros SERS para arginina en solucién coloidal de plata-

hidroxilamina, obtenidos en la misma muestra en distintos agregados de NPs.
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Figura 34, Espectros SERS a y b, obtenidos por la adicién de solucién de arginina a la solucién
coloidal de plata. No se observa reproducibilidad en los espectros obtenidos.
Se logro obtener un espectro SERS reproducible para arginina mediante el siguiente
procedimiento: se deposité el analito sobre una placa de cuarzo y una vez seco se le
agregé una alfcuota de coloide de plata, dejindose secar a temperatura ambiente; el
espectro SERS fue idéntico al obtenido sublimando plata sobre la muestra seca de
arginina. El espectro SERS para arginina en estas condiciones se presenta en la figura 34
junto a su espectro Raman. El perfil de los espectros Raman y SERS es similar y las

diferencias de intensidad relativa y frecuencias entre los espectros estan asociadas a los
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~ concuerda con los resultados de Di Costanzo et. a

1 1318 este es el caso para las

grupos quimicos que interactian con la superficie del meta
bandas del grupo guanidinio observadas en Raman en el rango 950-1100 ¢cm™. Para los
grupos moleculares que estén més lejos de la superficie metalica se espera que las
caracteristicas espectrales se mantengan; este es el caso de bandas asociadas a los grupos
amino y del fragmento carboxilato.

La banda intensa a 1088 c¢m™ y las dos débiles a 839 y 781 cm™ estan asociadas a
deformaciones del grupo guanidinio (NHy/NH,)", asi mismo bandas a 1653, 1569, 1444
y 1163 cm™ corresponden a diferentes deformaciones que involucran al enlace NH. La
intensidad media/alta de la banda ubicada a 1444 cm™ sugiere que esta vibracién estd
cercana a la superficie del metal y puede ser asignada a una vibracién NH del grupo
guanidinio. Las bandas débiles a 1653, 1569 y 1163 cm™ estén asociadas a vibraciones
del grupo amino terminal del aminoécido.

Vibraciones asociadas al fragmento alifitico del aminodcido se observan con intensidad
media y débiles a 1479, 1355, 1325, 993, 978, 934 y 891 cm™. La intensificacién
relativa de la banda a 1327 cm™ del espectro Raman, asignada a2 un wCH, y la
disminuci6n de Ia intensidad de la banda a 971 cm™ atribuida a una pCH; sugieren una
orientacién perpendicular del fragmento aliftico respecto a la superficie. Las bandas
débiles a 1412, 665 y 611 cm™ y la banda de intensidad media ancha a 535 cm™ estin
asignadas a diferentes vibraciones del grupo carboxilato. Sobre la base de esta
interpretacién espectral es posible proponer que el grupo guanidinio dirige y determina
la orientacién del aminodcido hacia la superficie metédlica. Esta proposicién también
Lo

quienes describieron la

estereoquimica de las interacciones guanidinio-metal en pequefias moléculas y protefnas,
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Figura 35. Espectro SERS de arginina seca cubierta por nanoestructuras de plata (a)
y espectro Raman de arginina sélida (b).

Los espectros SERS que se muestran en la figura 35 exhiben un conjunto de bandas
asociadas a diferentes vibraciones del grupo guanidinio ubicadas a aproximadamente
1440, 1080 y 850 cm™'. Esto sugiere que la interaccién aminodcide-metal en solucién se
verifica a través del grupo guanidinio, ratificando lo considerado anteriormente respecto
al valor de su carga neta. También es posible inferir que los grupos d-amino y a-
carboxilo interactiian con las nanoparticulas de plata debido a la intensidad relativa
media-alta de las bandas observadas en los espectros a 1655 y 1565 cm™. Esta
interaccién es relativamente débil en el caso de la arginina cubierta por el metal
sublimado, basandose en las bandas de débil intensidad que se observan en el espectro

SERS correspondiente a la figura 35.
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Raman IR Asignacion  SERS Asignacidn
propuesta propuesta*

1680 w 1678 s vy COO,
8. NHy',
Vs C=N
1650 w 1655s 8 NH;, 1653 mt  def. NH (TF)
vC=N
1638ssh v COO,
scis, NH;,
v
1598 w &u NH5",
8 NH;
1574 s scis. NH; 1569 m  def. NH (TF)
1523wm 1518s 8 NH;",
5 CNH,
v C-N,
vy COO"
1466 m 1464 mw  ip8CH; 1479w def. CH; (AF)
1457 m 1454 sh scis. CH;

1443 s 1440 sh 5 CH, 1444 5 def. NH (GF)
1410 m 1410 m v, COOr 1412w NCOO
1392 w 1389 sh o CH;

1358 m 1358 m T7CH; 1355w  def, CHi (AF)
1327mw  1327ms wCH; I1325m  def. CH; (AF)
1316 m ACH;

1309 m & CH;

1287 w 1288 w 3 CH;
1268 w 1267 w 8 CH:
1218w 1215w o CH,

176 mw 1177w p NH;", 17t w  def. NH (TF)
pNH;
135w 1134w p NH;
1085 m 1096 w v: C-N 10885  def. NH(GF)
1069ms  1042wm v, C-N
1046 s © NHy"
1020 1022 w o CH,
mw
9Tmw 995w pCH: 993 vw  def. CH; (AF)
9s 968 w p CH, 918w def. CH; (AF)
80w 897 w skvC-C 934 m def. CH; (AF)
881w skvC-C 891 vw  def CH; (AF) .
858w vCC,
TNH
848wm 849w @ NH 839m def. NH (GF)
793 w 793 w pNH; 781w def. NH (GF)
759 w 8§ COO

746w 746w p CH,
702 mw pCH;

675w o o0 665 w def. COO"
613w ipSOC=0 6llw def. COO"
7w 573 mw p COO, 535ms  def COOr
TNH; mult.
524 m 525m TNHy",
T NH:
455 w 455 w in phase
8CC-C
389 m out phase
scLCC

" *Abbreviations, TF: Amino acid Terminal Fragment;
GF: Guanidinium Fragment; AF: Aliphatic Fragment.

Tabla 6. Valores de frecuencias en cm™ de los espectros Raman, infrarrojo (IR) y SERS de arginina y
asignacion propuesta de bandas .




Con el fin de complementar el anélisis de los experimentos SERS se realiz6 un estudio
tedrico, donde se propone un modelo molecular zwitterion de arginina segin la
estructura H,B” (ver figura 37) para evaluar la interaccién de este amino4cido, con una
superficie metalica formada por 324 dtomos de plata, dispuestos en forma de bicapa. Se
utilizé la Mecanica Molecular para optimizar las geometrias de las especies arginina y
arginina-Ag. Se utilizé la teoria Hiickel Extendida (EHT) para calcular la funcién de
onda de arginina como sistema aislado e interactuando con la superficie de plata. Para
ello se utilizé el programa HyperChem %, Los calculos ETH generan una descripcién
cualitativa de los orbitales moleculares y de las propiedades electrénicas.

El aminodcido arginina fue modelado con una carga neta +1. Esta carga estd
principalmente centrada en el grupo guanidinio. En la geometria final propuesta sobre la
base de los célculos realizados (ver figura 36), los dos dtomos terminales de nitrégeno
del grupo guanidinio estén entre 3.2 y 3.4 A de distancia respecto de la superficie de
plata. Los célculos indican que el amino4cido arginina estd ubicado perpendicularmente
a la superficie de plata; alli la densidad electrénica del HOMO ‘es cero. Esta es una
posicién adecuada para el grupo guanidinio que tiene una carga neta positiva, pero con
dos atomos de nitrgeno que poseen carga negativa; la repulsién electrén-electrén se
minimiza, Mediante los célculos computacionales se logrd establecer que no existe un
solapamiento entre los orbitales moleculares &t vacios de arginina y el HOMO de la
superficie de plata. Entonces, se concluye que la interaccion de la superficie de plata y

arginina se verifica principalmente a través de interacciones electrostaticas.
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V. Conclusiones

Se obtuvo espectros SERS reproducibles del amino 4cido arginina (R) cubriendo el
analito con plata nanoestructurada. Las sefiales SERS provenientes del grupo guanidinio
de la arginina, dominantes en el espectro, sugieren que es éste fragmento del amino4cido
quien interactiia con la superficie metdlica. Algunas bandas SERS de baja intensidad son
atribuibles al grupo carboxilato. En el espectro obtenido en solucion coloidal estas
sefiales se vuelven mads intensas, lo que sugiere una interacci6n diferente a la expresada
cuando el analito se cubre con las nanoestructuras metalicas. El valor de carga neta del
amino 4cido arginina a pH cercano a 7 es un argumento que permitié inferir acerca de su
actividad SERS en solucién coloidal. La especie HoB* (ver figura 35) estd confirmada
por lo observado en los espectros SERS.

Los célculos teéricos realizados usando los métodos Hilckel extendido y 6-31G* para el
modelo estructural propuesto para arginina avalan los resultados experimentales. Los
calculos confirman el efecto inductivo impuesto por el grupo guanidinio de arginina para
orientar la molécula hacia la superficie metilica. :

Se obtuvo el espectro SERS de los oligopéptidos ADEDRDA y LGRGISL cuando se
cubrieron con nanoparticulas de plata; esta innovacion permitié obtener espectros SERS
reproducibles. Se determiné que LGRGISL interactiia con la superficie del metal
principalmente a través del grupo guanidinio y otros residuos de aminoacidos. Sobre la
base de estos resultados concluimos que existe una tinica conformaci.c'm estructural del
péptido interactuando con la superficie metslica. Para el péptido ADEDRDA se ha

concluido que éste interactia con la superficie metdlica mediante varios residuos

aminoacidicos incluyendo al grupo guanidinio.
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El espectro SERS de los péptidos estd dominado por sefiales de los residuos de
aminodcidos. En ambos el papel desempefiado por arginina es importante ya que
establecimos que es el grupo guanidinio de la arginina, el que orienta y dirige Ia
interaccién de ambos péptidos con las nanoestructuras metélicas. Las caracteristicas
estructurales del aminodcido arginina en el contexto de una secuencia polipeptidica
desempefia un importante rol en la interaccion péptido-NPs.

El.anélisis de los pardametros carga neta e hidrofilicidad de los oligopéptidos ADEDRDA
y LGRGISL permiti6é inferir acerca de su actividad SERS en solucién coloidal de
nanoparticulas de plata, Los datos experimentales SERS de ambos péptidos y de cada
uno de los amino4cidos que constituyen su secuencia confirmaron esa proposicion.

Los perfiles de los espectros Raman de los péptidos indican que no hay una estructura

secundaria definida para los péptidos en estado sélido.
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Proyecciones

Argumentos fisicoquimicos tales que la carga neta parcial e indices de hidrofobicidad o
hidrofilicidad en sistemas moleculares complejos como son los oligopéptidos, fueron la
base para predecir actividad SERS en solucién. Esta contribucién debe ser el punto de
partida para estudios similares en otros sistemas moleculares complejos de interés
biolégico.

La interaccion oligopéptido sustrato fue estructuralmente caracterizada pudiendo inferir
acerca de la organizacién y orientacion del analito sobre una superficie metalica. Este
resultado es fundamental para preparar sistemas péptido nanoestructura metalica de alta
estabilidad y accién controlada. Esta informacién tiene estrecha relacion con el
transporte y liberacién de drogas en sistemas biolégicos vivos.

Resulta certero pensar que la presente contribucién genera una nueva perspectiva en el
estudio SERS de péptidos proyectandose hacia aplicaciones biotecnolégicas en sistemas

-

bioldgicos més complejos y cercanos a las condiciones in-vivo.
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