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Resumen

Titulo: Sintesis de nanoestructuras de carbono funcionalizadas con peroxidasa de rabano picante
y evaluacion de su estabilidad por dinamica molecular.”

Autor: Sandra Viviana Valcarcel Méndez™

Palabras Clave: Nanoestructuras de carbono, puntos de 6xido de grafeno, peroxidasa de rabano

picante, emision de fluorescencia, biosensor.

Descripcion: En este trabajo se reporta la sintesis de un biosensor, en fase homogénea, a partir de
la funcionalizacion de nanoestructuras de carbono de tipo Puntos de Oxido de Grafeno (GODs)
con la enzima peroxidasa de radbano picante (HRP, por su nombre en inglés) a través de la
formacion de un enlace peptidico. La sintesis de GODs se llevo a cabo siguiendo una metodologia
hidrotérmica asistida por microondas. Las GODs obtenidas presentaron alta estabilidad,
distribucion monodispersas con tamafio de particula promedio alrededor de 10 nm, rendimiento
cuantico de 8.02% con anchos de bandas de emisién de aproximadamente 70 nm. La
funcionalizacién con HRP se realizd estableciendo previamente las condiciones mas favorables
del proceso de interaccion con GODs. La formacion del enlace peptidico entre GODs y HRP fue
evaluada mediante técnicas espectroscopicas (Espectroscopia Raman, Infrarroja, UV-Vis, XPS) y
por difraccion de rayos X. Adicionalmente, la espectroscopia FTIR, Raman, XPS permitieron
verificar que la estructura secundaria de la enzima se conserva. Los resultados por espectroscopia
de fluorescencia en estado estacionario y espectroscopia UV-Vis revelaron que el sistema GODs-
HRP obtenido retienen las propiedades fotoluminiscentes propias de los GODs. Finalmente, se
realizaron céalculos computacionales (usando el campo de fuerza Amber y el paquete de programas

Gromacs) para estudiar la estabilidad estructural de la enzima HRP funcionalizada con las GODs.

* Trabajo de Grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Rafael Cabanzo Hernandez. Magister en
Fisica. Codirector: Enrique Mejia Ospino. Doctor en Quimica.
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Abstract

Title: Synthesis of Carbon Nanostructures Functionalized with Horseradish Peroxidase and
Stability Evaluation with Molecular Dynamics”

Autor: Sandra Viviana Valcarcel Méndez”™

Key Words: Carbon nanostructures, graphene oxide dots, horseradish peroxidase, fluorescence

emission, biosensor

Description: in this work we report the synthesis of carbon nanostructures (GODs) and its
integration with horseradish peroxidase (HRP) enzyme as a potential detection tool, will provide
a new and highly sensitive fluorometric method for phenol. Carbon nanostructures were obtained
via a microwave-hydrothermal-assisted synthesis, which showed a high stability, monodisperse
distribution with average particle size around 10 nm, quantum yield of 8%. The functionalization
with HRP was carried out establishing the most favorable conditions of the interaction process
with GODs through a peptide bond which was evaluated by spectroscopic techniques.
Subsequently, we observed that the fluorescence of the GODs-HRP system is affected by the
addition of traces of phenol indicating that the HRP still retains its enzymatic activity and that it
allows the catalytic reaction between GODs-HRP and phenol. Additionally, FTIR, Raman
spectroscopy and molecular simulations (molecular docking and molecular dynamics) allowed to

verify that the secondary structure of the enzyme preserves.

“ Degree Work
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Rafael Cabanzo Hernandez. Magister en
Fisica. Codirector: Enrique Mejia Ospino. Doctor en Quimica.
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Introduccion

En las ultimas décadas, la nanociencia y la nanotecnologia han emergido como disciplinas
de gran impacto, revolucionando sectores como la industria, la medicina, la biotecnologia, la
agricultura y el medio ambiente (Omietimi et al., 2023). Estas disciplinas han facilitado un
entendimiento profundo de la materia a escala nanométrica, propiciando el desarrollo de nuevos
materiales y tecnologias avanzadas. La nanociencia se enfoca en el estudio de las propiedades,
composicion y comportamiento de la materia a nivel nanométrico, mientras que la nanotecnologia
aplica este conocimiento para manipular y utilizar nanomateriales con propiedades Unicas (Malik
et al., 2023). Esta convergencia ha dado lugar al descubrimiento de una amplia gama de
nanomateriales con propiedades excepcionales en comparacion con aquellos materiales a granel
(Cayuela et al., 2015).

Partiendo de lo anterior, los nanomateriales mas prometedores se encuentran los basados
en carbono; siendo los puntos de carbono una subclase de materiales carbonaceos los de mayor
interés (Mansuriya & Altintas, 2021b). Este tipo de nanomateriales, con tamafios de ~10 nm
descubiertos a mediados de la década de los 2000s, son en la actualidad los mas estudiados debido
a sus caracteristicas Unicas frente a aquellos materiales carbonéceos a granel; asi como también
frente a materiales nanométricos semiconductores inorganicos (SQDs) (Mansuriya & Altintas,
2021a; Ozyurt et al., 2023). Algunos ejemplos que destacan las cualidades Unicas de los puntos de
carbono son: su elevada actividad electro-catalitica, biocompatilidad, baja toxicidad, buena
solubilidad en medios acuosos, bajos costos de produccion, y propiedades fotoluminiscentes
intrinsecas (que no son observadas en otros materiales carbonaceos como fullerenos, diamante,
nanotubos de carbono, diamante, entre otros) que pueden ser moduladas gracias a su facilidad para

ser modificados tanto en composicion como en estructura; logrando obtener resultados de
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eficiencia de emision luminica cercanos o iguales a los SQDs (Bao et al., 2023; Ding et al., 2020;
Zhu et al., 2015). Esto altimo lo hacen materiales promisorios en diferentes aplicaciones como
bioimagen para la deteccion precisa de diversas patologias incluidas cancer, agentes terapéuticos
en la fototerapia dirigida; ademés de ser usado como biosensores (Mansuriya & Altintas, 2021a;
Ozyurt et al., 2023).

Una de las caracteristicas de los materiales carbonaceos, como el 6xido de grafeno, es su
capacidad para ser modificados quimicamente; dando lugar a la aparicion de los puntos de 6xidos
de grafeno. Estos son una subclase especial de puntos de carbono que tienen como caracteristica
particular la presencia de grupos oxigenados (e.g. -C=0, -OH, -COOH y -O-) tanto en la superficie
como en sus bordes; ademas de conservar las propiedades fotoluminiscentes intrinsecas de los
puntos de carbono (Trikkaliotis et al., 2021). Estas dos cualidades, hacen que los puntos de 6xidos
de grafeno sean excelentes candidatos para ser usados en el campo ambiental, ya bien sea para la
captura de metales pesados, o la deteccidn de diversos contaminantes en aguas de diversas fuentes
(Mushahary et al., 2024). Ademas, este tipo de materiales pueden ser funcionalizados con otras
moléculas y han demostrado ser muy Utiles en la fabricacion de diversos sensores; debido a sus
ventajas en términos de costo de fabricacion, elevada selectividad, sensibilidad y estabilidad
quimica frente a otros materiales para el mimo fin (Mushahary et al., 2024).

Algunos reportes que demuestran la aplicabilidad de los puntos de 6xidos de grafeno como
sensores se destaca el estudio reportado por Wong et al., quienes llevaron a cabo la construccion
de un biosensor fluorométrico formado por un composito de 6xido de grafeno funcionalizado con
acido félico, nanoparticulas de oro y la proteina seroalbdmina bovina (FA-GO-BSA/AUNCS) para
la deteccion de glutation (GSH, un importante agente molecular para la deteccion y cura del

cancer); demostrando su bajo costo de produccion, simplicidad en su sintesis, y el potencial uso
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de estos materiales carbonéceos (Wong et al., 2021). Por otra parte, Wei et al., reportaron el disefio
y uso exitoso de un sensor fluorométrico usando 6xido de grafeno funcionalizado con colédgeno
para la deteccion de dopamina (marcado biomolecular para la deteccion de Alzheimer) mostrando
buena selectividad y de uso practica en muestras de suero sanguineo (B. Wei et al., 2019). Por
ultimo, Muthurasu et al., reportaron por primera vez la funcionalizacion de laminas de ¢xido de
grafeno con la enzima peroxidasa de rdbano picante (HRP) para la deteccién y cuantificacion de
peroxido de hidrogeno (Muthurasu & Ganesh, 2014), abriendo una ventaja en el desarrollo de
nuevos sensores basados en Oxido de grafeno funcionalizados con enzimas, incluida la HRP
(Hashim et al., 2021). Es decir, la presencia de grupos funcionales epoxidos, carboxilos e
hidroxilos hacen posible anclar estos materiales carbonaceos con diversas enzimas mediante
enlaces peptidicos (Zhu et al., 2015); permitiendo el disefio de biosensores con propiedades
fotoluminiscentes para la deteccién de determinados analitos (Mushahary et al., 2024). En este
sentido, surge la necesidad de establecer herramientas analiticas que sean precisas, especificas,
rapidas y sensibles para detectar diferentes contaminantes ambientales entre los cuales se destacan
los compuestos aromaticos, como los fenoles, cuya naturaleza los hace muy estables, solubles en
agua, altamente nocivos y de dificil degradacién ambiental (Wu et al., 2016). Estos compuestos
estan presentes en residuos de aguas de industrias como planta de gases, fabricacion de cosméticos,
textil, mineria, plantas de coque, plantas metallrgicas entre otras (Anku et al., 2017);
convirtiéndose en un foco importante de contaminacion ambiental para los ecosistemas acuaticos
(Z. Lietal., 2014).

Los métodos mas comunes para la determinacion de compuestos fendélicos y sus derivados
incluyen cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), electroforesis capilar, métodos

electroquimicos, quimioluminiscencia electrogenerada (ECL), cromatografia de gases-
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espectrometria de masas (GS-MS), entre otros (Paun et al., 2024). Algunos de estos métodos tienen
buenos rendimientos; pero a su vez poseen altos costos, consumo de tiempo en el pretratamiento
y analisis de muestras, procedimientos operacionales complicados y requieren de instrumentos
sofisticados.

A partir de lo expuesto anteriormente, este trabajo de investigacion inicid con la sintesis y
caracterizacion de puntos de carbono a partir del 6xido de grafeno (OG), y posteriormente se
realiz6 su funcionalizacion con la enzima HRP (OG-HRP). Diferentes técnicas analiticas (e.g.
espectroscopia UV-Vis, espectroscopia IR, espectroscopia Raman, DLS y XPS) fueron usadas
para la verificacion de la obtencion del compdsito OG-HRP. Posteriormente realizaron estudios
de actividad enzimatica tanto de la HRP libre como el sistema funcionalizado OG-HRP para
determinar los efectos del 6xido de grafeno sobre la estructura y la funcién enzimatica de la HRP
frente a compuestos fendlicos. Adicionalmente, se realizaron calculos computacionales basados
en dinamica molecular en conjunto con campos de fuerza para explorar la estabilidad de la
estructura secundaria de la proteina HRP funcionalizada con el 6xido de grafeno; asi como también
los posibles puntos de anclaje, energéticamente viables, para la formacion del composito OG-HRP
con miras a establecer su uso promisorio como un sensor fluorométrico para la deteccion y

cuantificacién de compuestos fendlicos y derivadas en aguas residuales industriales.
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1. Marco conceptual

Durante las Gltimas décadas, la nanociencia y la nanotecnologia son dos disciplinas que
han ganado un protagonismo importante en la humanidad, posicionandose en diversos escenarios
como la industria, la medicina, la biotecnologia, la agricultura, el medio ambiente, entre otros
(Omietimi et al., 2023). Ademas, estas disciplinas se destacan por su aplicacion y contribucion en
campos del conocimiento como la quimica, la fisica, la biologia y la ingenieria; dando lugar a
numerosos descubrimientos y al desarrollo de productos y materiales novedosos con diversos
propositos de aplicacion (Dhale & Sharma, 2023; Omietimi et al., 2023). Tanto la nanociencia
como la nanotecnologia difieren cuanto a sus enfoques y objetivos. Sin embargo, ambas disciplinas
estan intimamente relacionadas y convergen en el hecho que se centran en estudiar las propiedades,
composicion, estructura, comportamiento, sintesis, manipulacion y aplicacién de la materia a
escala nanomeétrica (alrededor de 1 a 100 nm); es decir, en los nanomateriales (Malik et al., 2023).
En este sentido, la nanociencia y la nanotecnologia han impulsado la aparicién de una gran
cantidad de nanomateriales que abarcan desde nanoparticulas, hasta nanotubos y nanocristales;
presentando propiedades Unicas (fisicas, quimicas y bioldgicas), comparados con aquellos
materiales a granel (Mekuye & Abera, 2023).

En la actualidad, y de acuerdo con la literatura reciente, los nanomateriales se clasifican
con base en diversos criterios tales como su fuente de obtencion (naturales, artificiales), nivel de
toxicidad (carcindgenas, mutageénicas, citotoxicas), la dimensionalidad (nanomateriales 0D, 1D,
2D y 3D), su composicion (nanomateriales organicos, inorganicas, metalicos, mixtos, basados en
carbén), su estructura (nanotubos, poliméricos, nanoldminas, puntos cuanticos, nanoconos,
nanocebollas, entre otros); y finalmente basado en propiedades particulares (nanomateriales

semiconductores, conductores, fluorescentes, entre otros) (Mekuye & Abera, 2023). Dentro del
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amplio grupo de nanomateriales se encuentran los basados en carbonos; los cuales, han ganado
gran importancia en las ultimas dos décadas debido a sus propiedades Unicas comparados con otros

nanomateriales.

1.1 Nanoestructuras de carbono

Los nanomateriales basados en carbono (nanomateriales carbonaceos o nanomateriales de
carbono) son considerados una clase aparte de nanomateriales. Lo anterior como consecuencia de
la capacidad Unica que tiene el carbono para formar diferentes tipos de enlaces quimicos (-C-C;
-C=C-); lo que permite encontrarlo en diversas formas alotropicas. En la Figura 1, se presentan
algunos al6tropos comunes de carbono como el diamante, los fullerenos, los nanotubos de carbono
(de pared sencilla y maltiple), nanocebollas de carbono, grafeno, grafito, diamante, entre otros
(Rao et al., 2021).
Figural

Nanoestructuras de Carbono

Nano-cebolla de carbono Grafito
(CNO)

Nanotubo de carbono de
(CNTs) pared miltiple (MWCNT)

Nanotubos de carbono Grafeno
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Adicionalmente, los nanomateriales de carbono no s6lo han ganado interés por sus
caracteristicas electronicas y morfoldgicas; sino también porque exhiben una versatilidad en
cuanto a sus usos promisorios en diversos escenarios (Dhale & Sharma, 2023; Nasrollahzadeh et
al., 2019). Esto se evidencia por el aumento exponencial de los reportes en la literatura cientifica
que han demostrado que los nanomateriales de carbono pueden ser usados como sensores,
liberacion controlada de farmacos, sistemas de almacenamiento de energia, dispositivos
electrénicos, electrodos; ademéas que pueden ser modificados quimicamente permitiendo ser
funcionalizados con otras moléculas como polimeros, proteinas, entre otros (Rao et al., 2021;
Sharma et al., 2024; Shin et al., 2024). Todo lo mencionado anteriormente obedece al hecho de
que estos nanomateriales presentan muchas ventajas, comparados con los nanomateriales no-
carbonéceos, en términos de su elevada estabilidad quimica, térmica y mecanica, buena
conductividad eléctrica, baja toxicidad, y ambientalmente amigable; ademas de su bajo costo de
produccion y facil disponibilidad en la naturaleza (Diez-Pascual, 2021).

Ademas, los nanomateriales de carbono han sido recientemente usado como material de partida
para obtener un subgrupo de nanomateriales carbonaceos conocidos como puntos de carbono con
propiedades ain mas especificas y versatiles. Estos ultimos son, quizas, la subclase de
nanomateriales que han ganado un enorme interés entre los investigadores en la ultima década. A

continuacion, se abordan algunos aspectos sobre este tipo de nanomateriales.

1.2 Puntos de carbono
Los puntos de carbono (CDs) son una subclase de materiales carbonéaceos con variaciones
de tamafio de ~10 nm de dimension cero (0D), descubierto a mediados de los 2000s (Mansuriya

& Altintas, 2021b). Este tipo de materiales han captado una enorme atencion tanto en la
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investigacion como en la industria debido a sus caracteristicas significativas y sobresalientes, como
conductividad eléctrica, propiedades fotoluminiscentes, propiedades de fotoblanqueo y parpadeo
fotoinducido, resistencia a la fotodegradacion, elevada actividad electro-catalitica, buena
solubilidad en medios acuosos, excelente biocompatibilidad, estabilidad quimica a largo plazo,
baja toxicidad y una gran relacion de area superficial efectiva/volumen (Mansuriya & Altintas,
2021a; Ozyurt et al., 2023). Ademas, poseen una combinacion inigualable de caracteristicas
eléctricas, mecanicas y Opticas para introducir sensores miniaturizados con atributos sobresalientes
(Mansuriya & Altintas, 2021b).

Debido a sus propiedades fotoluminiscentes intrinsecas, que pueden ser moduladas, los
CDs han demostrado una versatilidad como agentes de imagen, jugando un papel crucial en la
visualizacion en tiempo real de ciertas células, tejidos, 6rganos o en combinacion, lo que ayuda en
el diagndstico preciso de diversas formas de cancer y varias enfermedades (Mansuriya & Altintas,
2021a; Ozyurt et al., 2023). Ademas, tienen la capacidad de entregar genes/farmacos de manera
eficiente al servir como nanotransportadores, asi como ser agentes terapéuticos altamente capaces
para diversas fototerapias, como la terapia fotodinamica y la terapia fototérmica. Por lo tanto, todos
estos atributos significativos de los CDs los convierten en bases solidas en diversas aplicaciones
diagndsticas y terapéuticas (Mansuriya & Altintas, 2021a; Ozyurt et al., 2023).

Ademas, los CDs facilitan su modificacion quimica incorporando grupos funcionales (e.g.
amina, carboxilo, hidroxilo, etc.) haciéndolos convenientes para ser funcionalizados con
polimeros, proteinas, ADN y otros nanomateriales; exhibiendo una excelente solubilidad en
medios acuosos; asi como también caracteristicas de deteccion notables, como detectabilidad
especifica, selectiva y multiplex (Ozyurt et al., 2023). Los CDs estan formados por nucleos de

carbono, compuestos por dominios amorfos o cristalinos con predominancia de hibridacion sp? o
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sp?, dependiendo de su grado de carbonizacion; permitiendo la aparicion de CDs con diversas
caracteristicas estructurales que influyen sobre sus propiedades fisicas, quimicas, Opticas y

electrénicas.

1.2.1 Clasificacién de los CDs

De acuerdo con la literatura reciente, los CDs se clasifican con base en la estructura
carbondcea central (core), la presencia de grupos funcionales y sus propiedades. En la Figura 2 se
muestran los cuatros tipos de CDs con estructuras y morfologias propias; los cuales se agrupan en:
i) puntos cuénticos de carbono (CQDs), ii) puntos cuéanticos de grafeno (GQDs), iii) nanopuntos
de carbono (CNDs), y iv) puntos de carbono poliméricos (CPDs) (Lagos et al., 2023; J. Liu et al.,

2020; Y. Liu et al., 2021; Mansuriya & Altintas, 2021b; Ozyurt et al., 2023).

Figura 2

Clasificacion de los puntos de carbono (CDs)

GQDs

Los CQDs se caracterizan por ser nanoesferas cuasicristalinas con un alto grado de
carbonizacion y tamafios de ~10 nm debido al apilamiento de varias capas de grafeno (cuatro o

mas) con un espacio interlaminar (002) de alrededor 0.34 nm y un nucleo carbonaceo rico en



NANOESTRUCTURAS DE CARBONO FUNCIONALIZADAS CON HRP 24

carbonos con hibridacion sp?. En contraste con los CQDs, los GQDs estan formados por pocas
ldminas de grafeno (entre una a tres laminas) con un tamafio horizontal mucho mayor que su altura
(~10 nm tamafio horizontal frente a ~2.5 nm de altura) exhibiendo un caréacter anisotropico como
consecuencia de su estructura y dimensiones nanométricas bien definidas, ricas en carbono con
hibridacion sp? y algunos sp® debido a la incorporacion de grupos funcionales sobre su superficie.
El siguiente tipo de CDs son los CNDs que también presentan un grado de carbonizacién elevado;
pero rica en carbonos con hibridacion sp® y algunos fragmentos de laminas de grafeno unidos de
forma desordenada, resultando en estructuras amorfas sin una estructura cristalina definida. Por
altimo, se encuentran los CPDs que consisten en un nicleo rodeado por cadenas poliméricas de
carbono, y un contenido significativo de oxigeno/nitrégeno, conectados con la superficie del
nucleo. En relacidn con el nacleo carbondceo de los CPDs, estos suelen ser quasiesférico con
carbonos sp? y sp® que depende de su grado de carbonizacion dando lugar a nicleos de carbono
similares a los CQDs 0 CNDs (Lagos et al., 2023; J. Liu et al., 2020; Y. Liu et al., 2021; Mansuriya

& Altintas, 2021b; Ozyurt et al., 2023).

1.2.2 Métodos de sintesis de puntos de carbono

Como se mencion6 anteriormente, los CDs han demostrado una enorme diversidad de
aplicaciones promisorias en diversos sectores, gracias a sus caracteristicas estructurales,
electronicas, fisicas y quimicas y uUnicas. En este sentido, otro campo que se ha desarrollado
extensamente, durante las ultimas dos décadas, corresponde a los enfoques de sintesis de CDs que
han permitido obtener CDs con caracteristicas que pueden ser moduladas para aplicaciones
especificas. Cada uno de los enfoques de sintesis de CDs se caracteriza por su naturaleza de

sintesis, la cantidad y naturaleza quimica del precursor, los solventes usados, el tiempo de reaccién,
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los factores externos entre otros. Sin embargo, los enfoques de sintesis CDs se clasifican de forma
global con base en las materias de partida; agrupados en dos tipos de metodologias. La primera
conocida como sintesis de tipo top-down, en donde los CDs son formados por rompimiento de
grandes estructuras de carbono como oxido de grafeno, grafito, nanotubos de carbono; y la segunda
denominada sintesis tipo bottom-up en donde a partir de la reduccion de precursores moleculares,
por medios quimicos o bioldgicos, se forman los CDs (ver Figura 3) (Etefa et al., 2024; Lagos et

al., 2023).

Figura 3

Métodos de sintesis de CDs
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1.2.2.1 Sintesis Top-Down. En general, los materiales de carbono a granel (e.g. grafito, fibras de
carbono, nanotubos de carbono, hollin de vela, entre otros) son cortados en pequefias piezas, y a
la vez se modifica su superficie con grupos que contengan oxigeno. Este método requiere de un
paso previo de preparacion, en donde se oxida el grafito a éxido de grafito (OGF, por el método

modificado de Hummers) para posteriormente realizar el corte del OGF en CDs por varios
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enfoques de sintesis (ver Figura 3). Comunmente el enfoque mas usado es aquel en el que involucra
la oxidacién con acidos concentrados (HNOs, 0 H.SO4/HNO3), otras rutas de sintesis también
destacadas son: métodos electroquimicos, arco de descarga, ablacion laser, foto-Fenton y en
particular los métodos de oxidacién hidro/solvo-térmicos, en donde realizan el corte a través de
los grupos funcionales presentes en el OGF usando altas temperaturas y presiones. Recientemente
este tipo de sintesis ha sido acoplado con microondas, siendo su estudio de gran interés debido a
que es una técnica simple, reduce los tiempos de reaccién, aumenta las propiedades fluorescentes
de los CDs como también permite la formacion de CDs monodispersas y estructuras CDs bien

definidas (Etefa et al., 2024; Lagos et al., 2023; Ozyurt et al., 2023).

1.2.2.2 Sintesis Bottom-up. EI método més comdn se basa en la deshidratacion de pequefias
moléculas (glucosa, carbohidratos y otros precursores de fuentes de carbono) y polimeros las
cuales contienen grupos funcionales como -OH, -COOH, -C=0 que pueden ser deshidratados a
altas temperaturas para luego dar lugar al proceso de carbonizacion para la formacion de CQDs,
CNDs, GQDs o CPDs (Figura 3). Los enfoques que involucran este tipo de procesos son:
hidrotérmicos, combustidn, pirolisis en &cido concentrado, hidrotérmicos-microondas, entre otros.
Sin embargo, este método no es adecuado para la produccion en masa de CDs, bajos rendimientos
durante la sintesis y dificultades durante las etapas de purificacion (Etefa et al., 2024; Lagos et al.,

2023; Ozyurt et al., 2023).

1.2.3 Oxido de grafeno
El 6xido de grafeno (GO) es una clase especial de nanomateriales que ha demostrado su

gran utilidad en aplicaciones como tratamiento de aguas contaminadas, medio ambiente, catélisis,
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Optica, en tecnologia de celdas fotovoltaicas y su uso promisorio como sensores en la deteccion de
muchos contaminantes (Mushahary et al., 2024). Esta Ultima es, quizés, la aplicacion mas
estudiada para este tipo de nanomateriales. Desde el marco estructural y composicion, los OG
presentan algunas diferencias notorias frente a otros CDs. En la Figura 4 se muestran las estructuras
simplificadas y representativas de GQDs, CQDs y OG. Mientras que GQDs y CQDs exhiben
laminas predominantemente planas debido a la elevada presencia con carbonos con hibridacion
sp?, los OG presentan una distribucion variada de carbonos sp? y sp®. Esto como consecuencia de
la presencia de grupos oxigenados, principalmente -C=0, -OH; -COOH y -O- con una relacién

C:O variable (Trikkaliotis et al., 2021).

Figura 4

Estructuras simplificadas de CDs: QCDs (izquierda); CQDs (central); y GO (derecha)

Otro aspecto que se diferencia los OG, frente a los GQDs y CQDs, es que su estructura no
es plana y no es completamente especificada debido a los defectos superficiales causados por la
insercion de los grupos oxigenadas mencionados anteriormente (L. Sun, 2019). Aunque se han
reportado numerosos modelos hipotéticos sobre su estructura, el mas aceptado es el propuesto por

Lerf-Klinowski en el cual, los OG presentan subunidades estructurales de anillos de carbono de
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seis miembros con hibridacion sp? conservando parcialmente su caracter planar; los grupos -OH y
-O- se ubican sobre la superficie del OG promoviendo defectos de superficie (presencia de
carbonos sp?) e interacciones por puente de hidrégeno haciéndolos mas soluble en agua; y los
grupos -COOH, -C=0OH se ubican sobre los bordes de la ld&mina carbonacea promoviendo
interacciones ionicas laterales afectando su solubilidad en medio acuoso por efectos del pH del

medio (L. Sun, 2019).

Figura 5
Esquema de la conversion de grafito en polvo en 6xido de grafeno (OG) mediante el método de

Hummer modificado

H,S0,

Etapa 1

Desde el punto de vista de la sintesis, la metodologia top-down es la predominante para la
sintesis de OG, especificamente mediante métodos quimicos de oxidacidn; entre los cuales, los

mas utilizados son los de Brodie, Staudenmaier o el método modificado de Hummer (Dimiev &
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Tour, 2014; Feicht et al., 2019). Estos enfoques de sintesis usan grafito como material de partida,
sometiéndolo a una reaccion de oxidacion con agentes oxidantes fuertes, para posteriormente
obtener l&minas de GO. De los métodos previamente mencionados, el método modificado de
Hummer es el mas utilizado, ya que requiere tiempos cortos de reaccion y es eficiente y consiste
en tres pasos (ver Figura 5). El primer paso es la conversion de grafito (en polvo) en un material
intermedio denominado compuesto de intercalacion de grafito (GIC) mediante la adicion de acido.
En el segundo paso, el GIC se convierte en la forma oxidada de grafito (6xido de grafeno pristino:
PGO) mediante la reaccion con KMnO. como agente oxidante. Finalmente, el tercer paso es la
exfoliacion. En este punto, el PGO es lavado con agua tipo | y finalmente se obtienen el OG

disperso en el medio (Dimiev & Tour, 2014; Habte & Ayele, 2019).

1.2.4 Propiedades fotoluminiscente de los CDs

En la actualidad, diversos sectores se han enfocado en el uso potencial de los CDs en
aplicaciones como bioiméagen, sensores, diodos, laseres, entre otros. Esto se debe a las propiedades
fotoluminiscentes (PL) intrinsecas de los CDs, las cuales pueden ser ajustadas para abarcar desde
la region visible hasta el infrarrojo cerca del espectro electromagnético (Ozyurt et al., 2023). En
este sentido, un factor clave para el uso especifico de los CDs ha sido comprender los mecanismos
de emision PL desde una perspectiva tanto cuantica como de su estructuray composicion (Cayuela
et al., 2015; Ozyurt et al., 2023; Zhu et al., 2015). Los mecanismos PL de los CDs pueden ser
entendidos a partir de un diagrama de Jablonski; sin embargo, numerosos estudios han demostrado
que esta propiedad puede ser mucho mas compleja, siendo un debate vigente para explicar como
los diversos factores (e.g. la naturaleza variable de su composicion quimica, la estructura central

carbonacea sp? los defectos estructurales, los efectos superficiales y laterales por grupos
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funcionales, la presencia de agentes de dopaje, y los métodos de sintesis) inciden sobre la emision
PL de los CDs (Ding et al., 2020). No obstante, numerosos estudios experimentales y tedricos han
permitido ahondar sobre los origenes de los diversos mecanismos PL y su manifestacién en una
gran variabilidad de materiales CDs. En este sentido, los mecanismos PL han sido descritos, a la
fecha, ya bien sea desde una perspectiva de los niveles energéticos cuantizados o a través de la
composicion y estructura de los CDs. En la Figura 6 se presenta las dos perspectivas mencionadas

anteriormente.

Figura 6

Esquemas de los diferentes mecanismos PL. (a) Diagramas de niveles energéticos tipo I, 11y I1I;
(b) esquema PL mediante confinamiento cuéntico; (c¢) esquema PL mediante estados de
superficies; (d) esquema PL mediante estado molecular; (e) esquema PL mediante emision
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Desde la perspectiva energética, los mecanismos PL se clasifican en tres tipos de emision,
denominados Tipo I, 11, o I11. En el mecanismo tipo | (Figura 6a), los electrones confinados en la
banda de valencia (BV) son promovidos a la banda de conduccion (BC) mediante la absorcion de
fotones (transicion HOMO — LUMO) con energia superior a la energia LUMO que posteriormente
origina la recombinacion radiativa o emision denominada como fluorescencia (Cayuela et al.,
2015). En el mecanismo Tipo 11, una vez que los electrones son excitados y promovidos a la BC,
pueden quedar atrapados y su posterior recombinacion conduce a una emisién radiativa de menor
energia debido a los efectos del nticleo carbonaceo rico en carbonos sp? y a la presencia de grupos
funcionales, agentes dopantes o defectos sobre la superficie (estados de trampa superficiales)
(Cayuela et al., 2015). Por ultimo, el mecanismo Tipo 111 se caracteriza por la superposicién de la
respuesta de emisores individuales (e.g. fragmentos de moléculas fluor6foras) presentes dentro de
la estructura de los CDs (Cayuela et al., 2015).

Desde la perspectiva estructural de los CDs, cuatro tipos de mecanismos PL han sido
demostrados y reconocidos a medida que han aparecido los diferentes tipos de CDs. El primero
conocido como confinamiento cuantico (QCE) que se manifiesta en CDs por dos factores: i) una
estructura carbonacea formada Ginicamente por atomos de carbono sp? conjugados (conjugacion ,
ver Figura 6b) y un tamafio de particula menor que el radio de Bohr del exciton (e.g. es el radio de
una quasiparticula donde la separacion entre el electrdn y el hueco se vuelve discreta).

Ademas, el mecanismo QCE es descrito mediante un diagrama de energias Tipo | y su
emision también dependera del tamafio de los CDs (Ding et al., 2020). El segundo tipo de
mecanismo PL se conoce como estados de superficies (ver Figura 6¢) y se manifiesta cuando hay
defectos de superficie o presencia de grupos funcionales (e.g. grupos oxigenados, agentes

dopantes) sobre la estructura carbonacea de los CDs creando estados de trampas superficiales que
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es descrito a su vez mediante un diagrama de energias tipo Il (Cayuela et al., 2015; Ding et al.,
2020). ElI mecanismo de estado molecular aparece cuando dentro de la estructura de los CDs estan
presentes fragmentos de moléculas fluoroforas creando centros de PL individual (ver Figura 6d) y
es descrito mediante un diagrama de energia Tipo Il (Cayuela et al., 2015; Q. Zhang et al., 2021).
Por ultimo, estd el mecanismo PL de emision mejorada por entrecruzamiento (CEE) que se
manifiesta en CDs que presentan interacciones covalentes y no-covalentes entre cadenas laterales
de la estructura interna de los CDs (ver Figura 6e), aumentando la rigidez; disminuyendo del
movimiento vibracional y rotacional, suprimiendo parcial o totalmente la conversion no-radiativa
y mejorando la recombinacion radiativa en estos materiales (Tao et al., 2020).

En resumen, la manifestacion de los distintos mecanismos de fotoluminiscencia en los CDs
esta intrinsecamente ligada a su estructura y composicién, lo que determina cdmo estos
mecanismos influyen en las propiedades fotoluminiscentes del material. Por lo tanto, la estructura
de los CDs, ya sea a nivel de confinamiento cuéntico, estados de superficie, estado molecular, o
emision mejorada por entrecruzamiento, juega un papel crucial en la modulacion de las
propiedades fotoluminiscentes inherentes, como el rendimiento cuantico, el ancho de banda de
emision y la estabilidad luminosa.

En la Tabla 1 se presenta un resumen donde se relacionan los mecanismos PL, su efecto
sobre las propiedades fotoluminiscentes inherentes, y como estos mecanismos se manifiestan en
los distintos tipos de CDs, proporcionando una vision integral de la incidencia estructural sobre el
comportamiento luminico de estos materiales.

Por lo tanto, comprender y controlar la estructura de los CDs es fundamental para optimizar

sus caracteristicas PL y mejorar su rendimiento en aplicaciones tecnolégicas.
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Tabla 1

Relacién entre los mecanismos PL, propiedades PL con los diferentes tipos de CDs

Tipo Mecanismo PL Ancho de banda  Tiempo de vida media Nivel de rendimiento
de CDs predominante de emision PL de la emision PL cuantico (QY)
CQDs  Confinamiento Estrecho, Corto, tipicamente Moderado a alto, dependiendo
cuantico. tipicamente entre  entre 1-10 ns. del tamafio, pureza y defectos
20-40 nm. de estructura.
GQDs  Confinamiento Moderado a Moderado, tipicamente  Bajo a moderado, variable
cuantico. amplio, entre 10-100 ns. segun la presencia de grupos
Estados de superficie.  tipicamente entre funcionales y defectos de
30-80 nm. superficie.
CNDs  Estados de superficie. ~ Amplio, Moderado, tipicamente  Bajo a moderado, depende
tipicamente entre  entre 10-100 ns. principalmente de los
50-100 nm. defectos de superficie y
grupos funcionales.
CPDs Estado molecular. Moderado, Largo, tipicamente Alto, especialmente en
Emisién mejorada por tipicamente entre  entre 100 ns a varios polimeros bien disefiados,
entrecruzamiento. 30-60 nm. microsegundos. rigidez.

1.3 Peroxidasa de rdbano picante (HRP)

Las peroxidasas de rabano picante (HRP, EC 1.11.1.7) son oxidorreductasas que se
encuentran presentes en el reino vegetal, en los tejidos de animales y en microorganismos. Entre
estas, la enzima aislada de la raiz de la planta perenne Rabano Picante (Armoracia rusticana) es
la més usada (Freitas et al., 2024). Esta enzima contiene grupos hemo y utiliza peroxido de
hidrégeno para oxidar una amplia variedad de compuestos organicos e inorganicos, incluyendo
fenoles aromaticos, acidos fendlicos, indoles, aminas y sulfonatos. Esto le confiere aplicaciones
importantes en la deteccion y tratamiento de residuos en aguas industriales (Bej et al., 2022;
Mohammadi et al., 2022).

La isoenzima ¢ HRP es la mas abundante, estd compuesta por un solo polipéptido de 308
aminoacidos residuales. Los N-residuos terminales estan bloqueados por piroglutamato y el
carbono terminal es heterogéneo, con algunas moléculas que carecen del residuo terminal Ser308.

Posee 4 disulfuros entre los residuos de cisteina Cis11:Cis91, Cis44:Cis49, Cis97:Cis301 y
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Cis177:Cis209, y un puente salino incrustado entre Asp99 y Argl2. En la secuencia primaria se
reconocen 9 potenciales sitios de N-glicosilaciones y de estos 8 son ocupados. Contiene dos tipos
de centros metalicos: un grupo hemo (compuesto de hierro (I11) y protoporfirina IX), y dos &tomos
de calcio; los cuales son esenciales para la integridad estructural y funcional de la enzima (\Veitch,

2004).

Figura7

Estructura tridimensional de la enzima HRP (a); reaccion general de la enzima HRP (b); esquema

de formacion de intermedios durante de la reactividad de la HRP (c)

(b) mo0, + 2aH i >  2H0 + 24

N

.Sﬂ

HRP nativa o H Compuesto |

.\"'” N
/_-F.\f"./
N,.' g ‘.N AH
A+ H,0 :

N—=N N_J —=N B
(C) /—'r':"lf.' / HOOH H,0 /EL / ]
N

En la Figura 7a se presenta la estructura tridimensional de la HRP C, en donde el grupo
hemo (color naranja) esta localizado entre los dominios distal y proximal, cada dominio contiene
un atomo de calcio (esferas verdes); las hélices a y laminas B de la enzima se representan de color
morado y amarillo, respectivamente. Muchas de las reacciones catalizadas por la enzima HRP

pueden ser descritas de forma general como la reaccion ilustrada en la Figura 7b. Si bien no conoce
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completamente el mecanismo de reaccion de la enzima HRP frente a sustratos donadores de
electrones, hasta la fecha es aceptado que ocurre a través de un proceso ciclico de tres pasos que
involucra la formacion de dos intermedios denominados Compuesto | y Compuesto Il como se

muestra en la Figura 7c¢ (Azevedo et al., 2003).

1.4 Funcionalizacion de CDs con HRP

De acuerdo con el método de sintesis de CDs, en particular los métodos top-down, dan
lugar a la formacion de CDs cuya superficie estan presentes grupos funcionales como acidos
carboxilicos, epoxidos, hidroxilos los cuales imparten solubilidad en sistemas acuosos y ofrecen
la posibilidad de ser utilizados para la funcionalizacion con diversos compuestos de interés (como
alcoholes, tioles, liquidos iénicos, biomoléculas) para diferentes aplicaciones (Ajala et al., 2022;
Anegbe et al., 2024). Este tipo de procedimiento induce cambios en la fotoluminiscencia de los
CDs, aumenta el rendimiento cuantico de fluorescencia (QY, por su nombre en inglés) y mejora
la estabilidad quimica de estos sistemas nanoestructurados. En especial, la funcionalizacion se ha
estudiado con moléculas que contengan en su estructura grupos amino los cuales permitan la
formacion de enlaces tipo amida con los CDs (Yu et al., 2020). Muthurasu y Ganesh, demostraron
que la funcionalizacién con la enzima HRP puede aumentar la intensidad de fluorescencia de los
GQDs, mediante la incorporacion de grupos funcionales -NH y —OH sobre la superficie de estos
nanomateriales; los cuales suprimen los defectos de estado emision (trampas de energia de estado
superficial) inducidos por los grupos epoxi y carboxilos presentes en los GQDs sin funcionalizar
(Muthurasu & Ganesh, 2014).

Los CDs a menudo tiene grupos carboxilatos presentes en su estructura, por tanto, para la

funcionalizacion con la HRP es necesario activar estos grupos funcionales ya que por si solos son
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poco reactivos en condiciones fisioldgicas. Por lo anterior, se utiliza agentes de entrecruzamiento
que faciliten la formacion del enlace covalente especifico entre los CDs y el grupo amino de un
residuo aminoacidico, lisina, de la enzima. Los agentes de entrecruzamientos usados comdnmente
y reportados en la literatura son el EDC (Hidrocloruro de N-(3-Dimetil aminopropil)-N"-
etilcarboimida) y NHS (N-hidroxisuccinimida) (Biosciences, n.d.; Scientific, 2018;

Thermoscientific, n.d.). La reaccion que se presenta se observa en la Figura 8.

Figura 8

Esquema general de la ruta de sintesis de la funcionalizacién entre CDs y la HRP
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1.5 Dinamica molecular

La dindmica molecular (DM) es un método de simulacion que consiste en resolver las
ecuaciones clasicas de movimiento de muchas particulas de sistemas atdmicos/moleculares. Es
decir, permite realizar una exploracién configuracional de los estados microscépicos siguiendo la
evolucion temporal y natural de un sistema clasico de muchos cuerpos a lo largo del espacio fase

a partir de las expresiones de Newton y cuyos valores son afectados por un conjunto de fuerzas a
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las que son sometidas todas las particulas del sistema de estudio (Kapral & Ciccotti, 2005). Es
decir, las simulaciones MD se basa en calcular dos propiedades centrales. La primera que
corresponde a las posiciones de las particulas en un sistema de coordenadas en funcién del tiempo,
siguiendo las leyes de Newton y se representa de forma general a traves de la siguiente ecuacion
de propagacion:

Xi(t + 6t) = x;(t) + vy ()8t +a,(t)6t? (1)

Donde la posicién de cada particula, x;, es calculada en funcién del tiempo de muestreo
(t + 6t, que suele ser del orden de los femtosegundos). El primer término de la derecha
corresponde a la posicion de cada particula ya bien sea inicial o en el tiempo de simulacién t. El
segundo término de la derecha indica la velocidad de cada particula y el tercer término de la
ecuacion es la aceleracion que adquiere cada particula en el tiempo t. La segunda propiedad central
es la fuerza total que actla sobre cada particula. Este pardmetro es necesario para poder calcular
la aceleracién que hace parte de la ecuacion de posicién descrita anteriormente y se calcula
mediante la expresion general:

Fi = —VlV (2)

Donde V;V es la derivada de la energia potencial con respecto al cambio de la posicion de
las particulas. Es decir, la fuerza es funcion de las coordenadas de las particulas; mientras que la
posicidn es funcion del tiempo. Una vez conocida la fuerza total que act(ia sobre cada particula, se

calcula su aceleracion, a; en cada tiempo de muestreo mediante la expresion:

a;(t) = — (©)

Fi
m;
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Donde m; es la masa de cada particula. Estos célculos se realizan de forma iterativa
alcanzando tiempos de simulaciones que pueden ser del orden de microsegundos con un paso de
tiempo, 6t, del orden del femtosegundo. Sin embargo, las simulaciones MD se enfrenta a una
limitante superior y se debe al hecho de que al tener un sistema con 3N grados de libertad (siendo
N el numero de particulas) no se conoce analiticamente la funcion de energia potencial, V, y no se
pueden obtener sus soluciones analiticas de las posiciones nucleares. Por lo tanto, se recurre a
aproximaciones tanto para las ecuaciones de movimiento como para la funcion de potencial V. En
este sentido, existen dos campos ampliamente desarrollados (Schneider et al., 2008).
Adicionalmente, los métodos y programas de simulacion MD se han integrado con otras
herramientas convirtiéndose en una instrumento que cumple un rol crucial en diversos campos de
investigacion relacionados con sistemas atdbmico/molecular (Tang et al., 2024; Vidal-Limon et al.,

2022).

1.6 Campos de fuerza

Los campos de fuerza (FF) son un conjunto de funciones de energia potencial que describen
las posibles interacciones entre particulas en un sistema atbmico/molecular y son agrupadas en la
siguiente ecuacion:

Vrotar = Vb + Vb (4)

Donde V7,:4; €S la energia potencial total que es sometida una particula, y V;, V,,;, son las
energias potenciales enlazantes y no-enlazantes y dependera de la naturaleza quimicay la posicién
que se encuentre cada una de ellas. Una primera expresion general y ampliada de la energia

potencial en los campos de fuerza es la siguiente:
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VTotal = Venlace + Véngulo + Vtorsién + VL] + VCoul. (5)

Donde los primeros tres términos de la derecha de la ecuacion corresponden a potenciales

enlazantes; siendo V4. €l potencial de enlace entre dos particulas, V4.1, €l potencial de angulo

de valencia entre tres particulas enlazadas y V;,,isn €l potencial de torsion entre cuatro particulas
enlazadas de forma consecutiva. Los dos ultimos términos de la ecuacion de potencial total

corresponden a potenciales no-enlazantes; siendo V; el potencial de Lennard-Jones entre un par

de particulas no enlazadas y V,,,; es el potencial de Coulomb entre dos particulas debido al
caracter eléctrico (cargas atdmicas) que siguen la ley de Coulomb.

En la actualidad se conocen una gran variedad de campos de fuerza; siendo AMBER
(Cornell et al., 1995), CHARMM (MacKerell et al., 1998), OPLS (Jorgensen & Tirado-Rives,
1988) y los campos de fuerza generalizados (GAFF) (Vanommeslaeghe et al., 2010; J. Wang et
al., 2004) los méas populares. Cada uno de estos campos de fuerza presentan similitudes y
diferencias que los caracterizan; ya bien sea en términos de las funciones matematicas usadas para
simular cada una de las interacciones o los métodos usados para ajustar sus correspondientes
parametros de campos de fuerza. Todos los campos de fuerza se reducen finalmente a calcular y
tabular todos los parametros de campos de fuerza posibles que cubran todos los ambientes
quimicos en los que se puedan encontrar un conjunto de a&tomos en sistemas atdbmicos/moleculares.
Esto se conoce como base de datos de campos de fuerza. Por lo tanto, el principal desafio de los
campos de fuerza es cubrir todo el espacio configuracional quimico que permitan obtener

resultados los mas cercano a la realidad macroscopica y microscopica del sistema en estudio.
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Una vez alcanzado este estado, lo sucesivo es extraer los parametros de campos de fuerza
que serdn usado durante las simulaciones moleculares de interés. También conocido como etapa
de construccion de la topologia de campo de fuerza y se pueden usar en con conjunto con
simulaciones DM permitiendo obtener informacion a nivel microscopio tales como propiedades

estructural, energética y de transporte (J. Zhang et al., 2023).
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2. Objetivos
2.1 Objetivo General
Sintetizar y evaluar, por dindmica molecular, nanoestructuras de carbono funcionalizadas

con peroxidasa de rabano picante.

2.2 Objetivos Especificos
v' Sintetizar nanoestructuras de carbono funcionalizadas con peroxidasa de rabano
picante.
v" Evaluar, mediante calculos computaciones de dindmica molecular, la estabilidad de las

nanoestructuras de carbono funcionalizadas con peroxidasa de rabano picante.
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3. Materiales y métodos

3.1 Reactivos

Grafito en polvo (menor a 40 um, grado Il espectroscopico, de Merck), acido formico
(HCOOH, de Merck), permanganato de potasio (KMNOs, de Merck), &cido fosférico ( H3POs, de
J.T Baker ), acido sulfurico ( H2SOs, de J.T Baker), peroxido de hidrégeno( H202, de Sigma
Aldrich) , hidréxido de sodio ( NaOH, Sigma Aldrich), peroxidasa de rabano picante (HRP, de
Sigma Aldrich), EDC (Hidrocloruro de N-( 3- Dimetil aminopropil)-N"-etilcarboimida, de Sigma
Aldrich), NHS (N- hidroxisuccinimida, de Sigma Aldrich). Fosfato dipotasico (K2HPQO4, de Sigma
Aldrich), Fosfato monopotasico (KH2POa, de Sigma Aldrich), Guayacol (C7HgO2, Sigma Aldrich).
El agua ultrapura (resistividad de 18.2 MQ) utilizada para todos los experimentos fue producida
en un sistema MilliQ, del grupo de investigacién en Bioquimica y Microbiologia del parque

tecnoldgico de Guatiguara de la Universidad Industrial de Santander.

3.2 Sintesis y funcionalizacion de Puntos de Oxido de Grafeno

La metodologia empleada en este trabajo de investigacion contemplé la obtencién de CDs
de tipo Puntos de Oxido de Grafeno (GODs, por sus siglas en inglés) mediante una metodologia
de sintesis Top Down, utilizando un proceso de sintesis hidrotérmica asistida por microondas.
Posteriormente, se llevé a cabo la funcionalizacion de los GODs con la HRP, integrando técnicas

de acoplamiento quimico para garantizar la funcionalidad y estabilidad del sistema.

3.1.1 Sintesis de 6xido de grafeno (OG)
Para la preparacion del 6xido de grafeno (OG) se utiliz6 la técnica implementada en el

Laboratorio de Espectroscopia Atdmica y Molecular (LEAM) de la Universidad Industrial de
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Santander (Gomez, 2012). La cual se fundamenta en una adaptacion del método de Hummers, el
cual emplea la oxidacion quimica de polvo de grafito como paso inicial para obtener OG.
Inicialmente se realizd la exfoliacion del grafito empleando HCOOH y H3PO4 en ultrasonido,
luego se procedi6 a oxidar el grafito en una dispersion acuosa usando HzPOs, H2SOs y KMNOs y
finalmente se llevo a cabo la hidrdlisis, dispersion y purificacion del OG obtenido usando H202 y

agua.

3.1.2 Sintesis de GODs

Se utiliz6 6xido de grafeno (OG) como precursor y la técnica reportada por Pan y
colaboradores (Pan et al., 2010), utilizando diferentes tiempos de reaccion y cantidades de
precursor. Una cantidad especifica de OG se redisperso en agua tipo 1, ajustando el pH a 8 con
NaOH. La suspension se transfirid a un reactor Vessel, revestido de poli(tetrafluoroetileno) (PTFE)
o teflon, de 50 mL, y se calent6 mediante radiacion de microondas, las especificaciones se
encuentran en la tabla 2. Durante este proceso, ocurrieron reacciones de desoxidacion y reduccion
tanto en el espaciamiento entre las capas de grafeno como en el tamafio de las mismas. Una vez
que el reactor se enfrid a temperatura ambiente, se extrajo el sobrenadante utilizando una
membrana con un tamafio de poro de 0.10 pm.

Por ultimo, la purificacion de los GODs se llevo a cabo a través de una serie de pasos: el
primer paso consistio en filtrar la solucidn con filtros de membrana de 0.10 um, el segundo paso
consistio en adicionar los GODs en bolsas de dialisis de membrana de celulosa (MWCO:100-500
Da) durante 6 horas con agua tipo I, y un ultimo paso que consistid en la ultracentrifugacion a
17000 rpm para eliminar el exceso de sustancias que quedaron sin reaccionar. Se evalud la

fluorescencia de las nanoestructuras en las fases liquidas. Como criterio de seleccién se tuvo en
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cuenta los espectros obtenidos por espectroscopia de fluorescencia, en los que se observara una
mayor intensidad en los espectros de emision y se evalud el rendimiento cuéntico usando el método
de comparacién relativa (Brouwer, 2011). Se usé Cumarina 120 como sustancia de referencia, bajo
condiciones experimentales similares. La ecuacion que se empled para calcular el rendimiento
cuéntico relativo es la siguiente:

Fy fs nazc(zexc)
PDf T (6)

AT S E fe i exo)

En donde @y ,: rendimiento cuantico de la muestra (GODs), @f,: 0.73. Rendimiento
cuantico conocido del estandar de referencia cumarina 120, F: es el area bajo la curva de los
espectros de emision corregidos para muestra (x) y estandar (st), f: es el factor de absorcion,
nx:1.3345 (indice de refraccion de los GODs), nst: 1.331 (indice de refraccion de la cumarina 120).
La caracterizacion de los GODs se llevd a cabo mediante diversas técnicas espectroscopicas,

incluyendo FTIR-ATR, UV-Vis, Raman y espectroscopia de fluorescencia.

Tabla 2

Parametros de adquisicién para la sintesis hidrotérmica asistida por microondas de GODs

Caracteristica Descripcion/valor
Digestor microondas Multiwave GO, Anton Para
Rotor 12HVT50
Modo Vessel Multi Vessel
Modo Digestion
Modo control de temperatura Méaximo
Temperatura maxima 200 °C
Rampa 10 min
Temperatura 190 °C
Mantener 20 min

Potencia maxima 100%
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3.1.3 Citotoxicidad de GODs

La citotoxicidad de los CNDs fue evaluada con la colaboracion del Grupo de Investigacion
en Bioquimica y Microbiologia (GIBIM) de la Universidad Industrial de Santander, utilizando el
método colorimétrico de azul de tiazolilo (MTT) en cultivos primarios de células normales,
especificamente células Vero descrito por Mosmann (Mosmann, 1983).

Mediante este método las células viables y metabdlicamente activas reducen la sal de
tretrazolio (amarilla) formando cristales de formazan (violeta) solubles en DMSO que pueden ser
cuantificados a 570 nm.

Las células Vero se cultivaron en placas de 96 pozos (1x10%células/pozo) y se incubaron a
37 °C con atmosfera de CO2 (5%) durante 24 horas para total adherencia. Posteriormente las
células se trataron con diferentes concentraciones (5, 25, 50 y 100 uM) de las GODs preparados
en medio de cultivo y 0.1% de DMSO. Como control positivo se realizé tratamiento con la droga
oxaliplatino (1, 5, 25, 50 y 100 uM) y como control negativo las células sin tratamiento alguno.
Pasado el tiempo del tratamiento (12, 24 o 48 horas) se descarto6 el sobrenadante de los pozos, se
adicionaron 200 pL de MTT (500 pg/mL en solucion salina de Hanks, HBSS) y se incubaron las
células durante 3 horas. A continuacion, se retird la solucién de MTT y se agregaron 200 uL de
DMSO a cada pozo para solubilizar los cristales formados. La absorbancia del formazan se midié

a 570 nm en un lector de microplacas MultiSkan Go-Thermo para determinar la viabilidad celular.

3.1.3 Funcionalizacion de GODs
Para acoplar la HRP a los GODs, se empled el protocolo de funcionalizacion propuesto por
Muthurasu y colaboradores., y Li y colaboradores., con modificaciones en las condiciones

experimentales, como la variacion en la concentracién de HRP y el volumen de los reactivos, para
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ajustarse a los requerimientos especificos de esta investigacion (Muthurasu & Ganesh, 2014)(N.
Lietal., 2016) . En este caso, la funcionalizacion se realiz6 mezclando 1 mg/ml de las GODs en
buffer PBS pH 7.0, EDC (10 mg/ml) y NHS (10 mg/ml). La solucién resultante se agit6 durante
dos horas empleando un agitador orbital digital Thermo Scientific MaxQ 4450. Se disolvieron 5
mg de HRP en 0.5 mL de buffer de fosfato (PBS), para posteriormente afiadirla a la mezcla inicial.
La muestra se llevo a agitacion constante a 300 rpm durante 18 h en el agitador orbital. Lo anterior
con el fin de enlazar la HRP sobre los GODs mediante la formacion de un enlace peptidico y
alguno de los residuos aminoacidicos presentes en la HRP que contengan una cadena lateral con
un grupo amino terminal libre. Una vez finalizada la sintesis se procedio a la purificacion de la
muestra por ultracentrifugacion a 14000 rpm en filtro de Amicon de 30 kDa a 9°C con 4 lavados
sucesivos usando PBS. El sobrenadante fue inmediatamente suspendido en 400 pL de PBS. El
éxito de la conjugacion de los GODs se evalué mediante espectroscopia de fluorescencia,
observando los cambios en las longitudes de onda de excitacion-emision y en la intensidad de

fluorescencia antes y después de la aplicacion del protocolo de conjugacion con EDC y NHS.

Estudio de las condiciones de funcionalizacion de GODs (GODs -HRP)

Para el andlisis de las condiciones de estabilizacion, se tendra en cuenta las variables:

v" Relacion volumen: Se preparon soluciones de la enzima en un rango determinado para
la posterior adicion de los GODs. Se establecio la minima concentracion necesaria para
lograr la interaccion, asi como la proporcion volumétrica adecuada HRP a GODs.

v Efecto del pH: Se preparon soluciones de la HRP a una concentracion adecuada,
posteriormente se realizd el ajuste de pH a pH fisiolégico para su subsiguiente

conjugacion a las GODs.
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3.1.4 Ensayos de la Actividad Enzimética

La actividad peroxidasa de la HRP libre y GODs-HRP fue medida en un espectrometro
UV-Vis modelo UV-2401PC Shimadzu con lampara de deuterio y Fotomultiplicador R-928. Se
afiadieron 10 pl de la enzima a una solucion PBS (30 mM, pH 7.0) que contenia guayacol y H.O>
(3.60 mM) como sustratos. La velocidad de formacion del producto de la reaccion (tetraguayacol)
fue monitoreado espectrofotométricamente a 470 nm con un coeficiente de extincién molar del
producto de 5200 M-cm?

Inicialmente se cuantificé la actividad de la enzima HRP y luego se determiné el efecto
que tiene la funcionalizacion de la enzima sobre su actividad enzimatica.

La actividad de la peroxidasa se determind por métodos espectrofotométricos, en los que
se emplean diferentes combinaciones de tampones y sustratos. El sustrato primario utilizado fue
el peroxido de hidrogeno, mientras que el sustrato secundario fue el guayacol (2-metoxifenol).
Este ultimo fue oxidado a un complejo coloreado de tetraguayacol, que desarrollé una coloracion
parda (rojo ladrillo). La absorbancia de dicha coloracion se midi6 a 470 nm (Gutiérrez, 2011) .

La actividad catalitica de la peroxidasa se cuantificé de forma continua a través de la
determinacion de las velocidades de reaccidn; se utiliz6 como sustrato guayacol y se determind la
reaccion de aparicion del producto, el tetraguayacol, a 470 nm, con un coeficiente de extincién
molar del producto de 5200 M-tcm™. El medio de reaccion que se utilizo para la determinacion de
la actividad catalitica de la peroxidasa se prepard adicionando a 50 ml de solucién tampon de
fosfatos 10 mM (pH 6.0), 10 uL. de H202 al 30 % (p/v). Para el ensayo se adicionaron 10 pL de
HPR a 2.5 mL de medio de reaccion 'y 5 puL de guayacol. Posteriormente se siguio la formacion
del producto mediante el aumento de absorbancia en un espectrofotometro UV/visible de doble

haz UV-1800 Shimadzu44.
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3.1.4 Caracterizacion de GODs y GODs-HRP

3.1.4.1 Espectroscopia Ultravioleta - visible: se llevd a cabo en una celda de cuarzo Starna en
un espectrometro UV-Vis marca SHIMADZU modelo UV-2401PC, con ld&mpara de deuterio y un
fotomultiplicador R-928. Se operd en un rango entre 200-800 nm. Los espectros de los GODs,
HRP y GODs-HRP permitieron conocer la longitud de onda de méxima absorcion que fue utilizada
como la longitud de onda de excitacién y de esta manera se determind el espectro de emision, para

cada sistema, en espectroscopia de fluorescencia.

3.1.4.2 Dispersion de la luz en modo dinamico (DLS): El tamafio hidrodindmico de las
nanoestructuras y del sistema funcionalizado se midi6 utilizando una cubeta cuadrada de
poliestireno (Ref: DTS0012, de Malvern Instruments) en un equipo Zetasizer Nano Series ZS90,
también de Malvern Instruments, equipado con un laser Nd_YAG de 635 nm con un angulo de
90°. Se depositaron 100 pL de las muestras preparadas sobre la cubeta de polipropileno con

capacidad de 1.0 mL, se recolecto la dispersion a 90°.

3.1.4.3 Espectroscopia de Fluorescencia: Para la determinacion del espectro de emision de los
GODs y del sistema funcionalizado GODs-HRP. Se empleé un espectrofluorimetro marca Photon
Technology International (PTI) modelo QM-40, con lampara de xenon Yy detector
fotomultiplicador 814, disponible en el laboratorio de Espectroscopia Atomica y Molecular de la
Universidad Industrial de Santander. La muestra se adicioné a una celda de cuarzo Starna con paso
Optico de 10 mm y volumen nominal de 400 pL. Los espectros fueron obtenidos con un tiempo de

integracion de 1.0 nm-s? y ganancia de 4.73. Se recolectaron espectros de emision usando
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diferentes longitudes de onda de excitacion en un rango de 300-600 nm, a partir de los cuales se
logré determinar la longitud de onda de maxima emision. Mediante esta técnica, ademas de evaluar
la fluorescencia de las GODs, se determind si la HRP en el sistema funcionalizado conservaba las
propiedades fluorescentes de los GODs. Esta evaluacion resultdé fundamental para analizar la

interaccion entre ambos componentes.

3.1.4.4 Espectroscopia Raman: Para la obtencion de los espectros Raman de GODs y GODs-HRP
se empled un espectrometro LabRam HR Evolution de la marca Horiba Scientific. EI detector es
de tipo CCD (de sus siglas Charge Couple Device, dispositivo de carga acoplada) con deteccién
de longitudes de onda del UV-Vis y el infrarrojo cercano. Esto se realizé con el objetivo de obtener
la banda G, asociada a las vibraciones en el plano del Carbono sp?; y la banda D relacionada con
la presencia de defectos sp®. Las intensidades (Io/lc) de estas bandas caracteristicas se utilizaron
para correlacionar las propiedades estructurales los GODs(Baker & Baker, 2010). Los parametros

de adquisicion se resumen a continuacion:

Tabla 3

Parametros de adquisicién para la toma de los espectros Raman

Caracteristica Descripcion/valor
Espectrofotémetro LabRAM HR Evolution, Horiba
Fuente Léaser de 532 nm
Potencia sobre la muestra 8 mW
Obijetivo 100-X
Rango de adquisicion 50-2000 cm'?

Tiempo de integracion 10s
Rejilla 600 planos/mm

Programa Labspec Horiba
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3.1.4.5 Espectroscopia Infrarroja-ATR: permiti6 la identificacion de las frecuencias de vibracion
de los grupos funcionales presentes sobre la superficie de los GODs y GODs-HRP. Los espectros
infrarrojos se recolectaron en el rango de 400-4000 cm™ y se obtuvieron utilizando un equipo
FTIR-ATR Thermo Scientific iS50 en el Laboratorio de Espectroscopia Atdmicay Molecular. Los

pardmetros de adquisicion se resumen en la tabla 4.

Tabla 4

Parametros de adquisicion para el registro de los espectros de FTIR

Caracteristica Descripcion/valor
Espectrofotometro iS50 FT-IR Nicolet™, Thermo Scientific
Rango de adquisicion 400-4000 cm'?

NUmero de barridos 128

Resolucion 4 cm’?

Velocidad optica 0.47 cm/s

Modo Reflectancia total atenuada (ATR)
Software OMNIC

3.1.4.6 Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS): Utilizando XPS se identificaron las
especies de C, N, O y enlace amida presentes en GODs y GOD-HRP. Los espectros obtenidos
fueron analizados con el programa CasaXPS utilizando la biblioteca SPECS Prodigy-Acenteno
provista con valores R.S.F (Response Sensitivity Factor). Determinados por el fabricante. Se
empled una linea base tipo Shirley para el modelamiento matematico de los componentes de los
espectros y la calibracién del espectro se realiz6 con energia de enlace al carbono adventicio (284.8
e.V). Las muestras fueron depositadas sobre un portamuestras metalico de acero inoxidable
provistos por el fabricante SPECS. Estos portamuestras fueron conectados eléctricamente al

espectrémetro.
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Tabla b

Parametros de adquisicién para la toma de los espectros de XPS

Caracteristica Descripcion/valor
Equipo XPS/ISS/UPSA, SPECS
Fuente Rayos X Al Ka, FOCUS 500
Potencia de la fuente 100 W
Analizador Phoibos 150 2D-DLD
Presion en la cdmara de andlisis ~1%107°Pa
Energia del paso del analizador 100 eV para espectros generales

60 eV para espectros de alta resolucién

Compensacion de carga Flood Gun, FG 15/40-PS FG 500, 70 pA, 4.0

eV. 80pA (para GODs)

3.1.4.6 Difraccion de rayos X (DRX): mediante esta técnica se determind la distancia interlaminar
entre las capas de grafeno, que es clave para determinar el grado de oxidacion y exfoliacion.
Adicionalmente, para los GODs y GODs-HRP permiti6 evaluar como se organizan los &tomos de
carbono en estas nanoestructuras y si hay algun grado de desorden estructural. Las muestras fueron
montadas en un portamuestras de polimetilmetacrilato (PMMA) concentro de silicio “Low

Background” mediante la técnica “ZeroBackground”.

Tabla 6

Parametros de adquisicién para la toma de los difractogramas

Caracteristica Descripcion/valor
Difractdmetro D8 Advance, bruker
Radiacion CuKal
Corriente 40 mA
Voltaje 40 kV
Rango de medicion 3.5°-70.0° (20)

GODs: 4°-70.0° (26)
GODs-HRP: 4°-70.0° (260)
Rendijas de Soller primaria y secundaria 2.5°
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Rendija de divergencia 0.6 mm

Filtro Niquel

Detector Lineal LynxEye

Tiempo de muestreo GODs: 1.8
0G:0.65s
GODs-HRP: 3 s

3.2 Simulaciones computacionales

En este apartado se describen los procedimientos correspondientes a los calculos
computacionales que se llevaron a cabo para entender, desde una visién microscopica, los posibles
efectos sobre la estructura molecular de la proteina HRP antes y después de su funcionalizacion
con una lamina de GODs. En este sentido, el procedimiento general que se llevo a cabo se presenta
en la Figura 9, y consistid en realizar de consecutiva cuatro etapas: i) la obtencidon de las estructuras
de partida (posiciones atdbmicas) de cada una las unidades moleculares implicadas en la formacion
del sistema funcionalizado (GODs-HRP); asi como también la presencia de moléculas de agua e
iones para imitar tanto las condiciones de solvente como el pH; ii) la obtencion de la topologia FF
para simular las interacciones enlazantes (intramoleculares tales como enlaces, angulos de
valencia, &ngulos de torsion) y no-enlazantes (intra- e intermoleculares tales como interacciones
electrostéaticas y de Lennard-Jones) de todo el sistema; iii) las condiciones de simulacion DM para
explorar todo el espacio configuracional del sistema molecular de interés en funcion del tiempo
del orden de los nanosegundos (ns); y finalmente iv) el anlisis de los resultados provenientes de
los las simulaciones DM; ademas de calculos computacionales adicionales basados en energia libre
de Gibbs para entender la orientacion del GODs con la HRP termodinamicamente mas favorable;
y acoplamiento molecular para explorar la conservacion del sitio activo de la enzima HRP con

moléculas de tipo fenol una vez funcionalizada con el GODs.
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A continuacion, se presenta en detalle el desarrollo de cada una de las etapas mencionadas
anteriormente, incluida las herramientas de visualizacion, edicion, parametrizacion, preparacion
de archivos, los programas de simulacion y las herramientas de anélisis de resultados que

permitieron desarrollar satisfactoriamente esta etapa del presente trabajo de investigacion.

Figura 9

Esquema general de las simulaciones computacionales para el estudio del sistema funcionalizado

GODs-HRP
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3.2.1 Modelos moleculares y campos de fuerza

Para obtener las coordenadas atdbmicas de partida del sistema funcionalizado GODs-HRP,
se inici6 con la construccion de la estructura hipotética del GODs basada en el modelo de Lerf-
Klinowski como se muestra en la Figura 10. Una lamina de grafeno de un tamafio de

aproximadamente 3.7x2.3 nm? fue dibujada y posteriormente se insertaron grupos oxigenados
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tanto en la superficie (e.g. 8 grupos epdxidos y 18 hidroxilos) como en los bordes (e.g. 14 grupos

carboxilatos); usando el programa ChemSketch (https://www.acdlabs.com/). Esto ultimo teniendo

en cuenta que, en la etapa experimental, el pH final del sistema GODs-HRP fue ajustado a un valor

cercano al neutro en medio acuoso. La composicion final de la lamina de GODs fue Czg2Hs6054

con carbonos sp? conjugados y carbonos sp® generando defectos sobre la superficie.

Figura 10

Modelo estructural de lamina GODs

‘ Carbono
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Epoxido

Hidroxilos

Una vez obtenida la estructura final del GODs, se export6 a un archivo formato mol2 para

la obtencion de la topologia de campo de fuerza. Para esta etapa, los pardmetros de campos de

fuerza (enlazantes y no-enlazantes) del GODs fueron obtenidos bajo el método de campo de fuerza

generalizado version (GAFF), una extension del campo de fuerza Amber originalmente

desarrollado para biomoléculas (Maier et al., 2015), usado para moléculas organicas (Sprenger et

al., 2015; J. Wang et al., 2004). En este sentido, la ecuacion general de FF para GAFF y Amber es

descrita mediante la siguiente ecuacion:
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Vigw = 2. Ky (0=b,) + Y K, (0-6,)"+ > %[1+cos(n¢—5)]

enlace angulo diedro

A, B 0,9 ")
+ A I I I
2 {Rﬁz R}’ 47[50RU}

no-enlace

Donde b, 6, ¢, ¢, y Rij son parametros geomeétricos internos denominados: distancia de
enlace, angulo de valencia, angulo diedro, &ngulo impropio, y distancia entre dos &tomos; bo y 6o,
son parametros geometricos de equilibrio; n'y 6 son la multiplicidad y angulo de fase para los
pardmetros de angulos diedros; Ky, Ks, ¥ K4 son las constantes de fuerza para las interacciones de
enlace, angulo de valencia y angulo diedro respectivamente; Ajj y Bij son parametros de Lennard-
Jones; gi y gj son las cargas atomicas de un par de atomos no enlazados; &o es la permitividad
eléctrica en el vacio. Con base en lo anterior, la topologia FF para el GODs se obtuvo usando el
conjunto de subprogramas de AmberTools (e.g. antechamber, parmchk2 y tleap) (Case et al.,
2023). Debido al tamafio de la lamina GODs, las cargas atomicas fueron calculadas con el modelo
AM1-BCC que permitio imitar las cargas atomicas del esquema original de asignacion de cargas
atdbmicas en el método GAFF (e.g. nivel de teoria HF/6-31G* y el método de potencial
electrostatico restringido, RESP, bajo el esquema Merz-Kollman) (Jakalian et al., 2002; Singh &
Kollman, 1984). Posteriormente, los archivos obtenidos mediante las herramientas de AmberTools
fueron convertidos mediante la interfaz ACPYPE para posteriormente ser usados en las
simulaciones de dinamica molecular (Sousa da Silva & Vranken, 2012).

Desarrollada la estructura y topologia FF del GODs, el siguiente paso fue la obtencion de
las coordenadas nucleares del enzima HRP y su posterior parametrizacion FF. La estructura
cristalina de la HRP fue descargada del banco de datos de proteinas (https://www.rcsb.org/) con el
cédigo PDB ID: 1HCH) (Berglund et al., 2002). Cabe resaltar que esta estructura ha sido usada

por otros autores en estudios computacionales (Campomanes et al., 2015). Teniendo en cuenta que
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la enzima HRP se compone de unidad proteica y un fragmento Hemo (ver Figura 7a); éstos fueron
tratados de forma independiente. La unidad proteica de la HRP fue editada de tal forma que
Unicamente se usara las coordenadas atomicas de los residuos de amino&cidos y los iones de calcio.
El campo de fuerza amber99ff fue seleccionado para obtener la topologia de campo de FF y se
llevé a cabo usando el subprograma pdb2gmx (un subprograma que hace parte del kit de
herramientas de GROMACS); ademas, la asignacion de cargas atdbmicas y estados de protonacion
se realizo teniendo en cuenta las condiciones de pH cercanos al neutro.

Para el fragmento Hemo, que hace parte de la enzima HRP, la parametrizacion se llevo a
cabo usando el esquema original de parametrizacién propuesto para GAFF. Es decir, se tomo la
estructura original del banco PDB, se agregaron hidrdgenos considerando las hibridaciones de los
atomos de carbono y el pH en medio acuoso. Sin embargo, debido a la presencia de un atomo de
hierro en su estructura central se us6 el método Hartree-Fock (HF) en combinacion con el conjunto
base LANL2DZ con potenciales ECP auxiliares sobre el &omo de hierro; obtenidas de la base de
datos de funciones base (https://www.basissetexchange.org/). En este sentido, inicialmente se
optimizé su estructura en fase gaseosa y se verificd que correspondiera a un punto critico de
minima energia. Posteriormente, se obtuvieron las cargas con el método RESP bajo el esquema
Merz-Kollman, usando el programa GAMESS-US (Barca et al., 2020). Para los parametros
enlazantes y no-enlazantes (Unicamente Lennard-Jones) se usé el kit de subprogramas de
AmberTools mencionados anteriormente. Los parametros de Lennard-Jones para el atomo de Fe'"
se tomaron de Roberts et al. (P. Lietal., 2013).

Una vez obtenida las estructuras y topologias FF de cada unidad molecular (GODs, HRP y
grupo Hemo) se procedio6 a construir el sistema GODs-HRP. Lo anterior se realizd6 mediante la

formacion de un enlace peptidico entre un grupo carboxilato ubicado en el borde de la lamina
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GODs y el grupo amino de la cadena lateral de residuos de aminoacido de lisina (LYS) ubicados
en la parte superficial de la estructura de la HRP como se muestra en la Figura 11. Posteriormente,
se migraron los parametros FF originales de cada unidad molecular y se adicionaron los pardmetros
FF (enlace, &ngulo de valencia y 4ngulo diedro) de la interfaz GODs-HRP. Adicionalmente, se
ajustaron las cargas en dicha interfaz para garantizar la conservacion de los parametros FF

obtenidos inicialmente.

Figura 11

Esquema representativo de la construccion del compésito GODs-HRP
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© Hidrégeno

Teniendo en cuenta que la lamina de GODs presenta varios grupos carboxilatos en
diferentes sitios de sus bordes (ver Figura 9) y la HRP contiene dos residuos aa de lisina en la
superficie (e.g. LYS232 y LYS241) se construyeron diferentes configuraciones sistema GODs-
HRP; con miras a realizar una exploracion detallada de todos los posibles sitios de anclaje ver

Figura 12.
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Figura 12
Configuraciones GODs-HRP para los calculos computacionales

De acuerdo con lo anterior, 20 configuraciones fueron construidas teniendo en cuenta que
no fueran similares en términos de la orientacion de la lamina de GODs relativa a la superficie de
la enzima HRP en las vecindades de las cadenas laterales de los residuos aa LYS232 y LYS241.
Cada una fue nombrada como S1, S2 hasta S20. Dentro del set de configuraciones, 11 (S1 hasta
S11) corresponden a aquellas cuyo enlace peptidico involucrd la LYS232; mientras que las

restantes (S12 hasta S20) corresponden a aquellas que involucran la LY S241.

3.2.2 Simulaciones de dinamica molecular
Todas las simulaciones MD fueron llevadas a cabo usando el programa GROMACS
(GROnNingen MAchine for Chemical Simulations) version 2022.3 (Bauer et al., 2022), alojado en

el centro de supercomputacion NMRbox (https://nmrbox.nmrhub.org/). En sentido, cada sistema
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fue preparado siguiendo el esquema presentado en la Figura 13. Inicialmente fueron confinados y
centrados en una caja clbica de alrededor 12x12x12 nm®. Posteriormente, se agregaron
aleatoriamente moléculas de agua con la herramienta solvate (subprograma de GROMACYS)
simulados con el campo de fuerza TIP3P (Jorgensen et al., 1983). Adicionalmente, se agregaron
iones de Na" y CI" para neutralizar cargas e imitar condiciones de pH cercanos al neutro (e.g. pH~7
y 0.15 mol/L de NaCl) (Hammad et al., 2020). Todos los sistemas fueron optimizados, para
garantizar que las coordenadas atomicas se localizaran proximos a un minimo, usando el algoritmo
del paso mas descendiente (o en inglés: algoritmo steepest descent) hasta alcanzar un criterio de
convergencia menor a 0.01 kJ mol™ nm™ o maximo 1x10° pasos de optimizacion. Posteriormente,
las simulaciones MD se realizaron siguiendo el orden: 200 ps NVT — 200 ps NpT — 100 ns NpT;

y sus detalles de describen a continuacion.

Figura 13

Esquema general para preparar los sistemas atdmicos para dinamica molecular
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(1) 200 ps NVT: esta parte correspondié a simulaciones MD manteniendo constante la
cantidad de sustancia (N) el volumen (V) y la temperatura (T). Se realizaron 2x10°
ciclos de simulacién con un paso de tiempo de 1 fs. Para garantizar la conservacion N
se aplico el esquema de condiciones periddicas de contorno (PBC). La temperatura se

mantuvo constante (T = 2981.5) usando algoritmo de acoplamiento de temperatura
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mediante reescalado (V-rescale) con una constante de acoplamiento de
0.1 ps (Bussi et al., 2007). A cada atomo se gener6 una velocidad inicial aleatoria
siguiendo la distribucion de velocidad de Boltzmann a la misma temperatura.

(2) 200 ps NpT: correspondié a simulaciones MD manteniendo constante la cantidad de
sustancia, la presion (p) y la temperatura. 2x10° ciclo de simulacion con un paso de
tiempo de 1 fs fueron realizados; utilizando las coordenadas y velocidades nucleares
del Gltimo ciclo de simulacion NVT. Se aplicd el mismo termostato, usado en la etapa
anterior. La presion se mantuvo constante (p = 1 atm) usando el algoritmo de
acoplamiento de presién de Parrinello-Rahman (Parrinello, 1981) isotropico y una
constante de acoplamiento de 2 ps.

(3) 100 ns NpT: correspondiente a la etapa de produccion. 1x108 ciclos de simulacién MD
con un paso de tiempo de 1 fs fueron llevados a cabo; usando las coordenadas y
velocidades nuclear de la etapa anterior. Ademas, las coordenadas atémicas fueron

almacenadas en un archivo de trayectorias cada 10 ps.

Adicionalmente, en todas las simulaciones MD se tuvieron en cuenta las interacciones no-
enlazantes con un radio de corte de 1.2 nm; siendo las cargas atomicas tratadas con el método de
mallas de particulas de Ewald (PME) (Essmann et al., 1995); mientras que las interacciones de
Lennard-Jones fueron tratadas con el esquema cut-off. Ademas, Unicamente se restringieron las
interacciones de puente de hidrogeno utilizando el algoritmo LINCS y la lista de contactos se
actualizo cada 100 fs.

Posterior a las simulaciones DM, los archivos de trayectorias de la etapa de produccién

fueron usados para extraer diversas propiedades que permitiera explorar el espacio configuracional
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de todos los sistemas de interés a lo largo del tiempo de muestreo. En este sentido, se calcularon
las siguientes propiedades: raiz cuadrada del desplazamiento cuadratico medio (RMSD), radio de
giro (Rg), fluctuacion de los residuos (RMSF) de aa de la HRP antes y después de la
funcionalizacién con la 1dmina de GODs, cantidad de puentes de hidrégeno; y otras propiedades

estructurales que serdn comentadas posteriormente.

3.2.3 Célculos MM-GBSA y acoplamiento molecular

Posterior a las simulaciones MD, se llevaron a cabo una serie de simulaciones para explorar
cudl configuracion del compdsito GODs-HRP es la termodindmicamente mas probable. En este
sentido, las coordenadas atémicas del sistema en mencion fueron extraidas de las simulaciones
MD de la etapa de produccion cada 200 ps; para un total de 500 capturas de trayectorias. A partir
de lo anterior, se prepararon los archivos y condiciones de célculo para obtener la energia libre de
Gibbs en la fase condensada. Todos los célculos fueron llevados a cabo usando la interfaz
gmx_MMPBSA, desarrollada por Miller y colaboradores, que es una herramienta en Python basada
en MMPBSA.py que permite utilizar los archivos propios de GROMACS para calcular la energia
libre de Gibbs a través del kit de herramientas de AmberTools (Case et al., 2023; Miller et al.,
2012; Valdés-Tresanco et al., 2021). La energia libre de Gibbs en fase condensada fue calculada

mediante la siguiente ecuacion:

Geona. = Vum + Epor + Enp (8)

Donde Vy,, es la energia total en mecanica molecular (MM) debido a las interacciones

enlazantes (enlace, angulo de valencia, angulo de torsién) y no-enlazantes (interacciones de
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Coulomb y Lennard) proveniente de la topologia FF. Ep,; €s la contribucion energética polares y
fue calculada mediante el modelo generalizado de Born (GB). Eyp €s la contribucion energética
no-polar y fue calculada mediante el método SASA (area superficial accesible al solvente) (Case
et al., 2023). La energia libre de Gibbs en fase condensada para cada sistema de estudio fue
calculada y reportada como sus respectivos valores promedios; y la configuracion del compdsito
GODs-HRP escogida fue la que presento la menor energia libre de Gibbs. Finalmente, identificado
la configuracional GODs-HRP termodinamicamente mas favorable se realizaron céalculos
computacionales basados en acoplamiento molecular para determinar la conservacion del sitio
activo de la enzima HRP, antes y después de la funcionalizacion con GODs, frente al fenol. Esta
ltima se escogid6 como molécula representativa de los compuestos derivados del fenol. Los

detalles de esta etapa se describen en el Apéndice A.
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4. Resultados y discusion

4.1 Sintesis y caracterizacion de OG

Se realiz0 la sintesis de OG mediante el método modificado de Hummers, con un tiempo
de oxidacién de 18 horas y 25 horas, implementado en el LEAM. Se obtuvo una dispersion acuosa
de OG finalmente haciendo lavados sucesivos con agua tipo I, se obtiene una suspensiéon de
coloracion café claro (ver Figura 14). EI OG obtenido a estos tiempos de oxidacion, se considera
que posee abundantes grupos funcionales oxigenados, incrementando la posibilidad de obtener
nanoestructuras con dichos grupos. Su color café claro, también se asocia a un GO altamente

oxidado.

Figura 14
Espectros UV-Vis del OG a 25 hy 18 h de oxidacidn. En el interior se observa el producto obtenido

de OG de 18 hy 25 h respectivamente
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4.1.1 Espectroscopia UV-Vis

En la Figura 14 se presenta los espectros obtenidos al aplicar la técnica de espectroscopia
UV-Vis, para el éxido de grafeno cuyo tiempo de oxidacion fue de 18 horas y oxido de grafeno
con tiempo de oxidacién de 25 horas.

Los espectros UV-Vis de Las dispersiones acuosas del OG presentan una banda con un
méaximo de absorcion a 229 nm, lo cual concuerda con los resultados de anélisis previos reportados
en la literatura(Gomez, 2012; Pan et al., 2010).

Este maximo de absorcion se atribuye a la superposicion de dos tipos de transiciones
electronicas:

v transiciones n—n* de C-C y C=C en los dominios sp? aromaticos.
v’ transiciones m—mn* de los grupos carbonilo de cetonas y acidos carboxilicos con
a,B-insaturaciones.

La banda de absorcion hacia ~300 nm se relaciona a las transiciones n—n* dadas por la

presencia de grupos funcionales (C-O-C, COOH, C=0) en el material (Saxena et al., 2011).

4.1.2 Espectroscopia de Fluorescencia

Se llevé a cabo un barrido de longitudes de onda de excitacion para las dispersiones acuosas
de OG, abarcando un rango de longitud de onda de excitacion desde 210-440 nm (ver figura 15,a).
Como resultado, se identificd una region amplia, destacandose una banda de maxima intensidad a
390 nm. Esta longitud de onda fue seleccionada como la longitud de onda de excitacion 6ptima,

lo que permitid obtener el espectro de emision de las dispersiones de OG (ver Figura 15, b).
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Figura 15

Espectros de excitacion (a) y emision (b) del OG
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Las longitudes de onda de emision, de acuerdo con la literatura, depende de la presencia de

grupos funcionales, pH y su combinacidn con otros materiales. Teniendo en cuenta los espectros,

se pueden hacer las siguientes observaciones:

v Intensidad de fluorescencia: el grafeno no posee fotoluminiscencia, pero cuando este

es oxidado a oxido de grafeno, el cual contiene maltiples grupos funcionales que
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contienen oxigeno (-C-O-C, -C=0, -COOH) genera un efecto de confinamiento.
Dichos grupos oxigenados interrumpen las regiones sp?, lo que crea centros emisores
responsables de la fluorescencia. La muestra oxidada durante 25 horas muestra una
mayor intensidad de fluorescencia en todo el rango de longitudes de onda en
comparacion con la muestra oxidada durante 18 horas. Esto indica que un mayor tiempo
de oxidacion produce méas centros emisores 0 incrementa la eficiencia de la
fluorescencia debido a una mayor incorporacion de grupos oxigenados que influyen en
las propiedades Opticas del material (Xiao et al., 2022).

v"Si bien un mayor nimero de grupos oxigenados tiende a incrementar la intensidad de
la fluorescencia, se ha reportado que un exceso de oxidacion puede también conducir
a una dispersion de los centros emisores, lo cual genera una dispersion més ancha y
menos focalizada, como se observd en la muestra oxidada durante 25 horas (\Vempati
& Uyar, 2014; Xiao et al., 2022).

v" Desplazamiento del méximo de emision. La muestra de 18 horas de oxidacion
evidencia una banda de emision mas definida a 450 nm, en comparacién con la muestra
de 25 horas, cuya intensidad sigue aumentando a lo largo del espectro, esto podria estar
relacionado a que los sitios de emision estan mas dispersos o bien debido al desorden
estructural, generando una mezcla de diferentes longitudes de onda de emision (M. Li
etal., 2012).

v" Emisién dependiente del tamafio. De acuerdo con la literatura, la emision de la
fluorescencia en el OG es dependiente del tamafio. Cuanto méas pequefia sea la
proporcion de los dominios sp?, debido a la presencia de grupos oxigenados, mas se

desplazara la banda de emision hacia longitudes de onda mas cortas (desplazamiento
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hipsocromico) (Vempati & Uyar, 2014), como se puede observar en el espectro del OG
de 18 horas de oxidacion, en donde el pico estd méas definido a una longitud de onda
de 450 nm. En comparacién con el espectro de 25 h, este fendmeno sugiere que el
material ha alcanzado un nivel de oxidacion en el que los centros emisores estdn mas

distribuidos y menos controlados.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y la literatura existente, se decidid trabajar con un
grado de oxidacion de 25 h'y reducir el tamafio del OG. Considerando que la reduccién del tamafio
mejora significativamente las propiedades dpticas coémo se ha demostrado en varios estudios (H.
Sun et al., 2013; Vempati & Uyar, 2014; Xiao et al., 2022; Xu et al., 2015). Por lo tanto, se optd
por sintetizar derivados del 6xido de grafeno (GODs) a partir de este material, los siguientes

espectros corresponden a OG de 25 h de oxidacién como precursor.

4.2 Sintesis y caracterizacion de GODs

4.2.1 Efecto del pH

Teniendo en cuenta que la literatura reporta un aumento en la intensidad de fluorescencia
al trabajar en un pH alcalino cercano a 8, se utilizd 1.5 g de OG a una temperatura constante de
190 °C. Los resultados confirman el efecto del pH, destacando la importancia de mantenerlo dentro
del rango bioldgico de 7 a 8.

De acuerdo con la Figura 16, la curva correspondiente al OG presenta una baja intensidad
en comparacién con las otras muestras. Dado que el OG sin modificar no es altamente fluorescente,

debido a que, durante su sintesis, en el proceso de oxidacion, se introducen grupos funcionales
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oxigenados (epdxidos, hidroxilos y carboxilos) que interrumpen la conjugacion de los dominios
de sp? responsables de la fluorescencia. Estos defectos inducidos por dichos grupos funcionales
generan estados de defectos que tienden a extinguir la fluorescencia. Sin embargo, cuando el OG
es reducido hasta obtener GODs ( Figura 16, curva pH 8), a través de métodos como la sintesis
hidrotérmica asistida por microondas, ciertos grupos oxigenados son eliminados, aumentando de
esta manera los dominios sp? conjugados ( dominando las transiciones m-n*), lo que incrementa
los sitios de recombinacion radiativa y estados confinados de mayor energia, y, por tanto, la

intensidad de la emision de la fluorescencia(Abid et al., 2018; Chien et al., 2012; Khan et al.,

2021).

Figura 16

Espectros de emisién de GODs a diferentes valores de pH (6-12). Espectro de emision del OG.
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El efecto de pH sobre la intensidad de la fluorescencia desempefio un rol clave en la sintesis

de los GODs, como se menciono anteriormente. Varios mecanismos, sobre el efecto del pH en la
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PL, han sido propuestos, dentro de estos modelos se incluyen la protonacién y deprotonacion,
cambios del nivel de energia, agregacion de las nanoestructuras, transferencia de protén y coraza
protectora. Sin embargo, aln no se ha establecido un mecanismo Unico y aceptado para este
comportamiento esto se debe a la diversidad de métodos y precursores empleados para la sintesis
de nanoestructuras, los cuales generan nanomateriales con propiedades fisicoquimicas variadas.
Estas diferencias pueden conducir a resultados inconsistentes entre estudios, lo que complica la
identificacion de un mecanismo universal que explique de manera coherente el comportamiento
observado (Ehtesabi et al., 2020).

En la Figura 16, se observa que, a valores altos de pH, ocurre una disminucién marcada de
la intensidad de la fluorescencia debido a la deprotonacion de grupos funcionales como hidroxilos
y grupos carboxilos que estan presentes en la superficie de los GODs. Lo cual genera cambios en
las propiedades Opticas de este nanomaterial. Contrario a lo que sucede, a valores bajos de pH
(hacia condiciones més acidas), la protonacion de estos grupos puede incrementar la fluorescencia
debido a la estabilizacion de los estados electronicos y el incremento de solubilidad (Ehtesabi et
al., 2020; Groeneveld et al., 2022).

Como se observa en la Figura 16 para el blanco sin cambios de pH, la fluorescencia es
poco perceptible. Inicialmente el OG se encuentra en condiciones acidas (~pH 6.0), de acuerdo
con Pany colaboradores, ocurre la protonacién de los sitios zigzag libres de las CNDs que conlleva
a la formacion de un complejo reversible entre los sitios zigzag y los protones. A consecuencia de
ello se rompe el estado de carbeno triplete y por consiguiente la fotoluminiscencia se inactiva (Pan
etal., 2010).

Sin embargo, a un pH ligeramente basico como pH 8, los grupos funcionales en los GODs

como carboxilos (-COOH) pueden estar en un estado intermedio de protonacién y deprotonacion.
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Este equilibrio entre los grupos protonados y desprotonados puede generar un entorno que favorece
la recombinacion radiativa de electrones, lo que favorece el incremento de la intensidad de la
fluorescencia comparado al resto de muestras. Asi mismo, es posible que los GODs tengan una
mayor estabilidad coloidal debido a la presencia de una carga negativa moderada en su superficie
(como resultado de la deprotonacion parcial de los grupos carboxilos). Esto puede aumentar su
solubilidad en agua y evitar la agregacion, mejorando de esta manera las propiedades

optoelectrénicas.

4.2.1 Efecto de la temperatura en la sintesis de GODs

Tras el tratamiento hidrotérmico del OG, a temperaturas de 120 °C, 150 °C y 190 °C; se
observaron cambios significativos (Figura 17), en las propiedades Opticas y en la formacion de las
GODs, estos cambios fueron mas notables a temperaturas elevadas y en condiciones alcalinas (pH
8), en el que se registrd una intensa emision, atribuida a fenémenos de fotoluminiscencia y a la
formacion de estados emisivos de carbeno triplete, reportados por Pan y colaboradores
(Pan et al., 2010).

En la Figura 17, se observa los espectros de fluorescencia de las muestras de diferentes
concentraciones, a las diferentes temperaturas, siendo sus perfiles acordes a los reportados por
Rajender y colaboradores, los autores sugieren que a temperaturas alrededor de los 200 °C ocurre
la descomposicion del OG a traves de la ruptura de los enlaces C-C subyacentes a la linea que
forma los grupos epoxi sobre el enrejado de carbono. Siendo energéticamente favorable ser
oxidados a pares epoxi que luego se convierten en pares carbonilos mas estables a temperatura
ambiente. Independientemente de la cantidad de 6xido de grafeno, existe una tendencia clara a

aumentar la intensidad de la fluorescencia a medida que aumenta la temperatura, La temperatura
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y el pH alcalino es la clave para obtener los GODs con fotoluminiscencia significativas(Pan et al.,
2010; Rajender & Giri, 2016).

Figura 17

Espectros de fluorescencia de GODs preparados con OG de a) 10 x103 % ; b) 25x103 %; C)
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4.2.2 Efecto de la concentracion
Teniendo en cuenta el resultado anterior, se realizo el tratamiento hidrotérmico asistido por

microondas, con soluciones de OG a la temperatura optima de 190 °C y pH:8.0. (Figura 18).

Figura 18

Soluciones de OG de concentraciones: 10 x103 %., 25x103 %, 50 x103 %, 150 x103 %,

250 x103 %

Figura 19

GODs obtenidas a diferentes concentraciones de OG
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Luego del tratamiento hidrotérmico, se observan cambios visuales en el producto obtenido,
reflejados en la formacion de una solucion de color amarillo palido (Figura 19). Una prueba
preliminar de emisién de fluorescencia realizada con un apuntador l&ser de 400 nm de longitud de
onda confirm6 que las muestras emitian fluorescencia (Figura 19). Ademas, se observaron
modificaciones en las propiedades Opticas al variar el pH y la temperatura, lo que indica la
sensibilidad de las nanoestructuras a estas condiciones y su potencial para aplicaciones
dependientes de pardmetros ambientales o como biosensores.

Posteriormente, se analizaron las muestras mediante espectroscopia de fluorescencia para
determinar la concentracion optima.

De acuerdo con la Figura 20, el aumento en la concentracion del precursor, OG, incrementa
significativamente la intensidad de la fluorescencia, presentando una mayor intensidad a 250 x103
mg/L de OG. Lo cual incrementa la cantidad de GODs formados. Esto es consistente con estudios
experimentales, en los cuales se ha demostrado que una mayor concentraciéon de GODs aumenta
el numero de centros emisores activos asociados con el incremento en la cantidad de grupos
oxigenados (Ventrella et al., 2020).

A pesar de que se observa un cambio en la intensidad de los GODs, no se observa un
desplazamiento en la banda. Sugiriendo que el tamafio y la estructura de los GODs no cambian
significativamente con la concentracion del precursor para concentraciones bajas. Para
concentraciones méas altas se observa una disminucion en el ancho de la banda indicando una
distribucion homogénea de los puntos, y adicionalmente una disminucién en su tamafio promedio

de particula (Zhietal., 2019; Zhu et al., 2015).
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Figura 20
Espectros de fluorescencia de GODs preparados a diferentes concentraciones de OG:

10 x10° =2, 25x10% =%, 50 x10® =%, 150 x10% =%, 250 x10% =, con longitud de onda de

excitacion: 320 nm, T: 190 °C.
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Una vez escogidos los parametros para la sintesis de los GODs, se procedié a su

purificacion y evaluacion por las diferentes técnicas espectroscopicas.

4.2 .3 Caracterizacién de GODs

4.2.3.1 Espectroscopia UV-Vis. Ademas de los cambios observados en la fluorescencia luego del

tratamiento hidrotérmico, se detectaron alteraciones significativas en las bandas de absorcion del

espectro UV-Vis de los GODs comparado con el espectro UV-Vis del OG (Figura 21). Estos
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cambios sugieren modificaciones en la estructura electrénica y la presencia de nuevos estados
excitados lo que influye en las propiedades dpticas del material.

En el caso del OG, la sefial a 228 nm es asignada a las transiciones n—n* de los dominios
sp? aromaticos, mientras que la banda de absorcion alrededor de 309 nm se relaciona a las
transiciones n—7* generadas por la presencia de grupos funcionales (COOH, C=0) en el material
(Zhu et al., 2015) . En contraste, para los GODs , ademés de una fuerte banda de absorcion n—m*
( con un leve desplazamiento al rojo), se observan dos nuevas bandas mas definidas a 330 nm y
364 nm, atribuibles a presencia de enlaces C=0 u otros grupos conectados (Pan et al., 2010;

Rajender & Giri, 2016).

Figura 21

Espectros UV-Vis de OG y GODs
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4.2.3.2 Espectroscopia de fluorescencia. Como se observo en la Figura 15, la fluorescencia del
OG es apenas perceptible. Sin embargo, el hallazgo mas interesante es la observacion de un nuevo
comportamiento en la PL luego del tratamiento hidrotérmico asistido por microondas. Los GODs
emiten fuerte luminiscencia azul incluso en un medio neutro (Figura 16). Excitando a la longitud
de onda de la banda de absorcion de 318 nm (Figura 22), el espectro de emision muestra una sefial
hacia 433 nm con un desplazamiento de Stokes de 115 nm. El rendimiento cuéantico (QY) fue
calculado empleando como patron de referencia cumarina 120 (QY: 0.73; Aemision 431 nm) (Jones
& Jackson, 1985) y siguiendo el método comparativo para el calculo (ver apéndice B), se obtuvo
un rendimiento del 8.02%. comparable con lo obtenido en diferentes estudios (Michael W Allen,
2010; Panetal., 2010; Q. Wang et al., 2011). Las medidas ser realizaron en un espectrofluorimetro
Marca Photon Technology International (PTI) Modelo QM40 con lampara de Xen6n y detector
fotomultiplicador 814. Las muestras se depositaron en un microcelda de cuarzo de capacidad de
250 pL con un paso Optico de 1.0 mm. Los espectros fueron adquiridos en un tiempo de integracion
de 1.0 nm.s?

Cabe destacar que una caracteristica de este tipo de nanoestructuras carbonéceas es la
dependencia de la fluorescencia con la longitud de onda de excitacién(Cayuela et al., 2015; Pan et
al., 2010). Al excitar a longitudes de onda entre 280 nm y 340 nm, se observaron desplazamientos
hacia longitudes de onda mayores junto con la disminucién en la intensidad del maximo de
emision, lo cual es consistente con sus propiedades dpticas (Pan et al., 2010; Zhu et al., 2015).

La excitacion a 318 nm evidencio el maximo de intensidad de emisién en comparacion con
las otras longitudes de onda de excitacién. Esto sugiere que esta longitud de onda es 6ptima para
excitar estos GODs y obtener una emisién intensa a 434 nm. En el espectro de excitacion (PLE)

se observa la presencia de dos bandas, una hacia 280 nm y otra a 318 nm. La banda a 280 nm
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corresponde a una absorcion de mayor energia la cual estd relacionada con las transiciones n— ©*
dentro de las regiones aromaticas conjugadas de los GODs. Siendo estas transiciones comunes en

los materiales basados en carbono y se deben a la estructura n-conjugada de los anillos de grafeno

(M. Lietal., 2012).

Figura 22
Espectro de excitacion (PLE) y espectros de emision (PL) de fluorescencia de GODs. En el interior

se muestra la longitud de onda de excitacion
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La segunda banda a 318 nm indica a una transicion de menor energia y podria estar
asociado a defectos o estados superficiales, como los grupos -C-0, -C=0y -COOH, que se generan

durante la sintesis de GODs y pueden actuar como sitios emisores adicionales, contribuyendo a
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una mayor variabilidad en las propiedades Opticas del material. Se ha observado que el grupo -
COOH presenta acoplamiento electrénico con atomos cercanos a las hojas de grafeno, y que la PL
puede atribuirse a transiciones opticas de (G-COO—)* a G-COO— (Xiao et al., 2022).

Ademaés, algunos autores sugieren que esta intensa emision podria deberse a la alta
concentracion de sitios zigzag libres, relacionados con el pequefio didmetro de estas
nanoestructuras (aprox. 9.6 nm) (Cruz et al., 2016; M. Li et al., 2012; Pan et al., 2010; Zhi et al.,
2019). Los espectros confirman la dependencia de la fotoluminiscencia con la longitud de onda de
excitacion, una caracteristica de los puntos cuanticos de 6xido de grafeno. A medida que los GODs
son excitados con diferentes longitudes de onda en el rango UV-Vis, la emision resultante muestra
un maximo de desplazamiento en la emision resultante hacia longitudes de onda mas largas(Zhu
etal., 2015).

Por tanto, los anteriores resultados indican que el tratamiento hidrotérmico ejerce una fuerte
influencia en la formacion, microestructura y propiedades Opticas de los GODs. Lo que hace que
estas nanoestructuras sean versatiles y eficientes para aplicaciones en donde se desee modular la
emision optica.

Finalmente, se evalu6 la citotoxicidad de GODs por el método colorimétrico MTT (sobre
cultivos primarios de células normales, células Vero) siendo el porcentaje de viabilidad celular del
98.52% (SD: 5.19%, Error: 5.27%). La citotoxicidad de los GODs fue menor al 1.48% para una
concentracion de 0.175 mg/ml, lo que indica que, a este nivel de concentracion los GODs no
presentan efecto toxico. Esto sugiere que podrian ser candidatos prometedores para aplicaciones

biomédicas.
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4.3 Funcionalizacién y caracterizacion de GODs

Para llevar a cabo la funcionalizacién, se seleccionaron inicialmente los pardmetros de
sintesis 6ptimos, considerando las concentraciones de HRP, GODs, EDC y NHS. La eleccion de
estos parametros se fundamentd en reportes de la literatura, los cuales identifican estos factores
como los mas relevantes en la formacion de sistemas de GODs. En particular, se decidié mantener
constante la concentracion de GODs (1 mg/ml en buffer PBS pH 7.0), EDC (10 mg/ml) y NHS
(10 mg/ml), mientras se iban adicionando diferentes volimenes de una solucion de HRP. Las
relaciones volumétricas (GODs:HRP) empleadas fueron 2.5:1; 5:1; 10:1; 20:1 en cuatro ensayos
separados. Se adquirieron los espectros absorcién empleando la técnica de UV-Vis y los espectros
de emision para cada uno de los ensayos
realizados.
Condicion 1 (5:1): 500 pl GODs+125 pl de PBS 0,0012g EDC+0,0015 g de NHS+ 125 ul HRP
Condicion 2 (10:1): 500 pl GODs+125 pl de PBS, 0,0012g EDC+0,0015 g de NHS+ 62,5 pul HRP
Condicion 3 (20:1): 500 pul GODs+125ul de PBS 0,0012g EDC+0,0015 g de NHS+ 31,25 pl HRP

Condicion 4 (2.5:1): 500 ul GODs+125 ul de PBS 0,0012g EDC+0,0015 g de NHS+ 250 ul HRP

4.3.1 Analisis por Espectroscopia UV-Visy DLS

La espectroscopia UV-Vis es una herramienta util para monitorear los posibles cambios
estructurales que ocurren sobre la estructura secundaria de la proteina HRP, lo cual puede brindar
informacidn sobre una posible desnaturalizacion de la enzima. Con el objetivo de investigar la
interaccion entre los GODs y la HRP, se tomo los espectros de los sistemas funcionalizados, aca
se presentara el espectro de la condicion 4 (dado que fue la condicion con la mayor actividad

enzimatica, ver resultados en la seccion de actividad enzimatica).
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En la Figura 23, se puede evidenciar la superposicion de los espectros de absorcion de la

enzima HRP, GODs, OG y GODs-HRP.

Figura 23

Espectros UV-Vis de OG, GODs, HRP y GODs-HRP
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La tabla 7, resume las transiciones electronicas que se presentan para cada una de las
muestras. Es importante destacar que las bandas hacia 280 nm corresponden a transiciones de los
residuos aminoacidicos de las proteinas y la banda hacia 405 nm se asocia a la banda Soret,
caracteristica del grupo hemo de la HRP. Estas bandas son claramente visibles en el sistema
funcionalizado GODs-HRP, en el cual no se observa un desplazamiento significativo. Esto indica
que la estructura secundaria de la HRP se mantiene en presencia de las nanoestructuras, lo cual es

fundamental para preservar la actividad enzimatica(Lan et al., 2008; Morales-Urrea et al., 2023).
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Para obtener mas informacién de los GODs-HRP sintetizados, se realizd el analisis del

tamarfio hidrodinamico y se obtuvo el histograma para los GODs libres y GODs-HRP (Figura 24).

La distribucién de tamafio por volumen presenta los siguientes rangos:

GODs: 3.441- 6.398(d. nm)

GODs-HRP: 11.73- 165.7 (d. nm)

Tabla 7

Transiciones electronicas observadas en los espectros de absorcion UV-Vis

Material Banda Posicion Asignacion
(nm)
oG a 306 n-m* (C=0)
GODs b, c 332,364 n-n* (C=0)
GODs-HRP d 282 Tyr, Trp
e 365 n-t* (C=0)
f 405 grupo hemo
HRP d 280 Tyr, Trp
f 405 grupo hemo
Figura 24
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La distribucion por volumen de los GODs, es congruente con las propiedades
fotoluminiscentes de estas nanoestructuras. Dado que el tamafio de estas estd estrechamente
relacionado con efecto de confinamiento cuéntico, que ocurre cuando las dimensiones de las
nanoestructuras son comparables o menores al radio de exciton de Bohr del material. Siendo este
efecto el que altera las distribuciones de niveles electronicos, resultando en transiciones opticas
dependientes del tamario.

Para nanoestructuras de carbono como los puntos cuanticos de grafeno, tamafios inferiores
a 10 nm son tipicos para observar este efecto. Puede ser relevante, dado el tamafio de estos. Sin
embargo, también existe la contribucion en la PL relacionada con la presencia de defectos
superficiales y grupos funcionales (-COOH, -C=0, -OH), que actlan como centros emisores. En
comparacion con la gréfica y datos de GOD-HRP, el histograma de volumen presenta multiples
tamanos en el analisis de intensidad y un pico alrededor de 10 nm. Esto podria reflejar que, aunque
se detectan multiples tamafios en el anélisis por intensidad, la mayoria del material estd compuesto

por particulas de menor tamafio. Asi mismo, demuestra la interaccion entre la HRP y los GODs,
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los cuales pueden formar agregados o una estructura funcionalizadas, destacando una posible

funcionalizacion exitosa del sistema.

4.3.2 Espectroscopia de fluorescencia

Para el anlisis preliminar, de las condiciones més adecuadas de sintesis, inicialmente se
obtiene el espectro de fluorescencia de la enzima HRP (Figura 25,a) . En la cual se puede
evidenciar los barridos espectrales desde 229 nm hasta 403 nm. La HRP es una enzima que
contiene un grupo hemo (protoporfirina 1X con un &tomo de hierro central) y, ademas, aminoécidos
aromaticos como fenilalanina, Tirosina y triptéfano. Entre estos, el triptéfano es el principal
responsable de la fluorescencia observada alrededor de los 338 nm. De acuerdo con la literatura,
su emision suele enmascarar los efectos de la tirosina debido a procesos de transferencia de fotones
(Transferencia de energia por resonancia de Foster) (Geddes & Lakowicz, 2015). La excitacion a
229 nm genera una respuesta mas amplia y de menor intensidad, la cual podria ser causada por la
excitacion conjunta de los multiples fluoréforos presentes. Cabe destacar que, a longitudes de onda
de excitacion cercanas a 320 nm, la fluorescencia de la HRP es casi imperceptible, lo que evita
interferencias o solapamientos con la emision de los GODs.

Cuando los GODs son funcionalizados con la HRP, las propiedades fluorescentes de ambos
materiales cambian debido a la incorporacion de nuevas especies, interacciones moleculares
adicionales y alteraciones en el entorno quimico, en este caso se espera la formacion de un enlace
peptidico entre el grupo amino del residuo aminoacidico lisina y el grupo carboxilo presentes en
los GODs. Cémo se observa en la Figura 25 (b), el espectro del sistema funcionalizado revela

varios cambios significativos con respecto al espectro de la HRP libre y los GODs (Figura 22).
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Figura 25

Espectros de fluorescencia en estado estacionario. a) Espectro de excitacion (PLE) y espectros de
emision (PL) de fluorescencia de la enzima HRP. En el interior se muestra la longitud de onda de
excitacion y emision. b) Espectro de emision (PL) del sistema funcionalizado GODs-HRP cond 4.
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A diferencia de la HRP, en donde la emision se concentra principalmente alrededor de 338
nm, el sistema GODs-HRP presenta dos bandas de emision, dependiendo de la longitud de onda
de excitacion. La banda de mayor intensidad (Aexc 320 nm) muestra un desplazamiento hacia el
rojo, con una emision prominente alrededor de los 438 nm. Este cambio sugiere que la interaccién
con los GODs ha alterado el ambiente espectroscépico de la HRP, introduciendo nuevas especies
fluoréforas generadas por la presencia de grupos funcionales en los GODs los cuales actian como
centros de emision e inducen procesos de transferencia de energia, confirmando asi la
funcionalizacion. Ademas, las propiedades opticas de los GODs se mantienen, ya que se observa
que la fotoluminiscencia sigue dependiendo de la longitud de onda de excitacion. Este
comportamiento, como ya se mencion0 previamente, es bastante comudn en nanomateriales

carbonaceos fluorescentes y se atribuye principalmente a defectos superficiales, la presencia de
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grupos funcionales en los bordes y a los estados de emision intrinsecos (efecto de confinamiento
cuantico)(Muthurasu & Ganesh, 2014; Tetsuka et al., 2012).

Los espectros de PL para las condiciones 1 a 4, Figura 26, evidencia la banda de emisién
méaxima hacia 438 nm, siendo la de maxima intensidad la de la condicion 4. Esta condicion implica
que exista mas moléculas de HRP disponibles para interactuar con los GODs. Adicionalmente,
podria generar mas centros emisores fluorescentes debido a que hay méas moléculas de la enzima
disponibles para procesos FRET. Hacia relaciones volumétricas més altas, en la que existe mayor
proporcion de GODs en comparacion con la enzima, estas nanoestructuras podrian estar
“sobrecargando” el sistema e interfiriendo con la actividad de la HRP, lo cual se confirma en la

siguiente seccion (analisis de la actividad enzimatica), reduciendo también de esta manera la

emisién observada.

Figura 26

Espectros de emisién (PL) de fluorescencia de los sistemas funcionalizados GODs-HRP
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4.3.3 Actividad enziméatica
Para evaluar la actividad catalitica del sistema funcionalizado, se midid la actividad de la

enzima libre y la actividad de los sistemas funcionalizados (GODs-HRP condicion 1- condicion
4). La HRP tiene una actividad especifica ~150 U/mg con un peso molecular aproximado de

40kDa de acuerdo con las especificaciones técnicas del proveedor. De la tabla 8, correspondiente
a la condicion 4, se puede deducir que la HRP, en el sistema GODs-HRP, conserva méas del 90%
de su actividad enzimatica en comparacion con la condicion 1 (57%), condicion 2 (36%),
condicion 3 (35%) (Apéndice C). Lo anterior sugiere que posterior a la funcionalizacién el sitio
activo de la enzima no es afectado de manera significativa. Esto implica que los procesos de
acoplamiento quimico mediante el uso de EDC y NHS no interfirieron con los residuos claves de
la enzima responsables de su actividad catalitica. Por tanto, los grupos funcionales de los GODs
tienen una orientacion adecuada y no bloquean el acceso del sustrato al centro catalitico de la
enzima HRP.

Se determinaron las constantes cinéticas de la HRP libre y del sistema funcionalizado
GODs-HRP, utilizando como herramientas principales la ecuacion de Michaelis-Menten (ecuacion
1) y la representacion grafica de Lineweaver-Burk (Figura 27). Estos métodos permitieron
determinar y comparar las constantes cinéticas: como la afinidad de la enzima por el sustrato (Km)
y la velocidad maxima de reaccién cuando todos los centros activos estan ocupados por el sustrato

(Vmax) (Tabla 8). La ecuacion de Michaelis-Menten es transferida a la siguiente forma:

€)



NANOESTRUCTURAS DE CARBONO FUNCIONALIZADAS CON HRP 87

Donde v, es la velocidad de la reaccién, [s] es la concentracion de sustrato. Km se determind

mediante el andlisis de la pendiente y el intercepto de las Figuras 27.

Figura 27

Graficas de Lineweaver-Burk de la HRP libre y del sistema GODs-HRP
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Tabla 8

Constantes cinéticas y actividad especifica de la HRP Y GODs-HRP

Catalizador Vmax. (MM/s) Km(mM) U/mg
HRP 0.00150428 0.008850129 189.2
181.0
192,1
Prom: 187.4
SD: 5.8
GODs-HRP 0.002479482 0.006467482 168.8
169.5
181.6
Prom: 173.3
SD:7.2

En la tabla 8, se observa que al funcionalizar los GODs con la HRP, el valor de km
disminuye en comparacién con la HRP libre. Esto sugiere que el sistema funcionalizado presenta
una mayor afinidad por el sustrato en relacion con la enzima libre. Este comportamiento podria
deberse a que el acoplamiento peptidico entre la HRP y los GODs mejora la interaccion enzima-
sustrato, aumentando la eficiencia catalitica a bajas concentraciones de sustrato. Por lo tanto, este
sistema funcionalizado podria tener aplicaciones prometedoras como biosensor para la deteccion

de compuestos de interés.

4.3.4 Difraccion de Rayos X (DRX)

La dimension de los cristales del OG y sus derivados en la direccion del eje ¢ (Lc 0 Loo2) ¥
el espaciado interlaminar (doo2), son pardmetros que pueden determinarse experimentalmente
mediante DRX. Estos valores son fundamentales para caracterizar adecuadamente algunas
propiedades estructurales del material, ya que proporcionan informacion sobre la organizacion

cristalina y la disposicion de las capas en la estructura del OG, GODs y GODs-HRP.
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Empleando las ecuaciones de Bragg (ecuacion 10) y Scherrer (ecuacion 11) se determind
la distancia interlaminar (doo2) y el espesor promedio de los cristales (Lc), respectivamente. Esta
informacion estructural se encuentra condensada en la tabla 9.

Ley de Bragg

nA = 2dpypysend (10)
En donde, d (rky representa la distancia interplanar en A entre los planos cristalograficos (hkl), n
es un numero entero que indica el orden difraccidn, 0 es el angulo entre el haz incidente de rayos
Xy el plano atdmico de la red cristalina , hkl son los indices de Miller que describen la orientacion
espacial de un plano en el cristal, y 4 es la longitud de onda de la radiacion utilizada en el

experimento (Martinez et al., 2003).

Ecuacion de Scherrer

L(hkl) = COSQ[; (11)

(hkl)

En donde L (hkl) representa el tamafio promedio de los cristalitos medido perpendicularmente a
la familia de planos (hkl), B (6 FWHM) corresponde a la anchura del pico a la mitad de su altura,
0 el angulo de maxima intensidad del pico expresado en radianes, y k es la constante de Scherrer
la cual depende de la forma del cristalito y de como se definen By L(hkl). Para los materiales con
una estructura grafitica, k = 0. 9(Martinez et al., 2003).

De acuerdo con la tabla 9, para el OG, el valor de doo2 del OG es mayor que el de GODs
esto se debe a la presencia de grupos funcionales oxigenados, que se intercalan entre las capas

grafénicas. Para los GODs hay una reduccién en el valor de doo2, sugiriendo que el proceso
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hidrotérmico elimina parcialmente los grupos oxigenados y disminuye la distancia interlaminar
(Gascho et al., 2019). En cuanto al sistema funcionalizado GODs-HRP, la distancia interlaminar
es ligeramente mayor que los GODs. Esta leve ampliacion podria atribuirse a la presencia de la

enzima sobre la superficie o entre las [aminas de los GODs.

Tabla 9

Informacion estructural de los difractogramas de OG, GODs, GODs-HRP and HRP

Material Reflexion 002 FWHM (Boo2) dooz2 [ A] Lc[A] No de
(20) [°] [rad] laminas
oG 10,246 2,0958 x 107 8,63301 66,158 8
GODs 12,879 5,0442 x 107 6,86805 27,49 4
GODs-HRP 12,719 2,3099 x 107 6,95419 60,026 9

En el difractograma, Figura 28, el pico de difraccion 002 desplazado hacia valores menores
(26=10) corresponde a la estructura caracteristica reportada en la literatura para el OG (Gascho et
al., 2019; Storm et al., 2016). Cabe destacar que la intensidad de este pico disminuye para sus
derivados GODs y GODS-HRP, lo que sugiere cambios en su estructura cristalina.

Por otro lado, el valor de FWHM esta relacionado con el grado de desorden estructural y
el tamafio de los dominios cristalinos. Para el OG se observa un valor menor lo que indica una
estructura mas ordenada en comparacion con los GODs, lo cual podria reflejar la perdida de
cristalinidad del OG (producto de someterlo al tratamiento hidrotérmico). En el sistema GODs-
HRP, el valor de FWHM, disminuye nuevamente, lo que podria sugerir que la funcionalizacion
estabiliza parcialmente las estructuras, posiblemente reduciendo los efectos generados por el
tratamiento hidrotérmico.

Al comparar los valores de Lc o el nimero de laminas del OG con el resto de los materiales,

se puede concluir que el tratamiento hidrotérmico produjo la fragmentacion de los cristales,
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reduciendo su espesor (~58%) e incrementando su area superficial efectiva. La reduccion del
tamafio de particula es consistente con los resultados obtenidos mediante DLS para las
nanoestructuras. En cuanto al aumento en el nimero de laminas observado en el sistema GODs-
HRP, este efecto podria atribuirse a una reorganizacion estructural inducida por la HRP,
posiblemente debido a interacciones electrostaticas o enlace peptidico entre los GODs y la HRP.
Estas interacciones podrian favorecen un mayor apilamiento de las laminas, modificando la

morfologia del material.

Figura 28

Difractogramas del OG, GODs y GODs-HRP
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4.3.5 Espectroscopia Infrarroja-ATR

Durante el proceso de oxidacion del grafito se introducen grupos funcionales que contienen
oxigeno (acidos carboxilicos, epoxidos, hidroxilos) en los bordes y sobre el plano basal, como se
observa en la Figura 29 del espectro Infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) para los

materiales.

Figura 29

Espectros IR del OG, GODs y GODs-HRP
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Tabla 10

Identificacion de las bandas de absorcidn del OG, GODs, GODs-HRP en el Infrarrojo

Banda Posicion Posicion Posicion Posicion Modo vibracional
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
OG GODs HRP GODs-HRP
a 3283 3417 - - -OH tension
b 1731 1630 - - C=0 tension
c 1623 1587 - - C=C tensién anillo
d 1414 1421 - - -OH flexion (acidos)
e 1224 1131 - - C-0-C tensién

asimétrica (epdxidos) y
tension C-O de acidos

f 1070 - - - C-0O-C tension simétrica

g - - 3232 3281 -N-H tension

h - - 1652 1638 C=0 amida | tension y
C=C tensién anillo

i - - 1544 1563 -N-H amida Il flexion

j - - 1395 1382 C-N tension

k - - 1260 1255 N-H flexion y C-N
tensién

I - 1321 - - C-C-0 tensidén(alcohol)

m - 995 - - -C-H flexién fuera del
plano

n - - - 2867 -C-H tension

2932

En la tabla 10, se resume la identificacion de las bandas de absorcidn en el espectro
infrarrojo del OG, GODs y GODs-HRP. El analisis para el OG, de la Figura 29, revel6 que el
producto obtenido presenta los grupos funcionales caracteristicos que se han propuesto en la
literatura (Krishnamoorthy et al., 2013). Cabe destacar que el modo vibracional a 3283 cm™ el cual
corresponde a la vibracion de tension del grupo hidroxilo (-OH) de acidos carboxilicos, tras el
tratamiento hidrotérmico y obtencion de GODs disminuye su intensidad (3417 cm™) lo que indica
una reduccion parcial de los grupos oxigenados (Ajala et al., 2022; Kapral & Ciccotti, 2005; J. Li
et al., 2018). La vibracion C=C (1623 cm™), en el espectro de OG, corresponde a los dominios

conjugados, remanentes de la estructura original del grafito. Dicha vibracion se conserva y
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desplaza en el espectro de los GODs (1587 cm™). La desaparicion de la banda hacia 1070 cm™, en
el espectro de GODs, confirma la eliminacion parcial de grupos oxigenados (Facure et al., 2022;
Kondyurin et al., 2012; Ventrella et al., 2020; J. Wang et al., 2004).

La banda vibracional de amida I (1638 cm™) y amida 11 (1563 cm™) en GODs-HRP son
clara evidencia de la conjugacion con HRP, confirmando la formacion de enlace peptidico. Las
nuevas bandas -CH alifaticas (2867-2932 cm™) también reflejan la incorporacion de la proteina.
La vibracion hacia 1638 cm™ asociadas también a C=C aromatico y C-O-C (1131 cm™)la cual
puede estar solapada por las bandas de la enzima, persisten en los GODs-HRP lo que sugiere que
los GODs retienen su estructura y funcionalidad tras la funcionalizacion (J. Li et al., 2018; Moyo,

2014; Muthurasu & Ganesh, 2014; Tetsuka et al., 2012).

4.3.6 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman ha sido una herramienta Util y confiable en la caracterizacion de
materiales carbonéceos a partir de la observacion en el desplazamiento de las bandas vibracionales
de los grupos funcionales presentes. A continuacion, se presentan los espectros y la identificacion
de los modos vibracionales observados en el analisis Raman de OG, GODs y GODs-HRP.

El espectro Raman de OG (Figura 30) muestra la banda G a 1595 cm™, asociadas a las
vibraciones en el plano de los atomos de carbono sp?, y la banda D a 1343 cm, que se relaciona
con la presencia de atomos de carbono con hibridacion sp® y a la presencia de defectos
estructurales. Para el OG la banda D es méas ancha en comparacion con la observada en los GODs,
lo cual refleja el caracter amorfo del OG. Este caracter amorfo, se debe a la presencia de ciertas
fracciones de carbono sp® tanto sobre el plano basal cdmo en los bordes de las l1aminas de OG,

donde suelen ubicarse grupos funcionales que contienen oxigeno (Kudin et al., 2008).
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Figura 30

Espectros Raman del OG, GODs y GODs-HRP
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Las intensidades (Ip/lg) de estas bandas caracteristicas se usan para correlacionar las
propiedades estructurales los GODs. Este indice es cominmente utilizado para cuantificar la
cantidad de defectos presentes en la estructura. En general, la intensidad relativa de la banda D
disminuye cuando los grupos funcionales oxigenados son removidos y la estructura grafitica es
restaurada, lo que se observo para los GODs.

El desplazamiento de la banda G en los GODs, puede atribuirse a la trasferencia de carga
0 a la tension en la lamina. En el caso del OG, la presencia de grupos funcionales oxigenados
interrumpe la conjugacion electronica de la estructura, confinando los electrones que normalmente
estarian deslocalizados por toda la hoja del grafeno. Este confinamiento, altera las propiedades
electronicas del material. Cuando se realiza el tratamiento hidrotérmico se obtiene GODs y ademas

de la eliminacion parcial de los grupos funcionales oxigenados también se ha reportado una
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disminucion en el tamafio de las ldminas (Khan et al., 2021), causando que la banda G se desplace
a nameros de onda mayores, debido a la mayor deslocalizacién de los electrones en los dobles
enlaces conjugados, indicando que la conjugacion ha sido restaurada parcialmente (Khan et al.,
2021). Este resultado es consistente con los hallazgos obtenidos por espectroscopia IR.

Para el sistema funcionalizado GODs-HRP, la espectroscopia Raman nos da informacion
sobre la estructura general de estos compuestos, a través del andlisis de las vibraciones
caracteristicas de los enlaces quimicos dentro de la estructura principal de las proteinas,
especificamente del enlace peptidico que conecta los aminoécidos. La mayoria de las bandas
caracteristicas estan asociadas con el grupo CONH, el cual es denominado cémo Amida A (tension
NH, cercano a 3500 cm™), amida B (tension NH, cercanas a 3100 cm-1) y amida | a V11 (I :1600-
1690cm™, 11: 1480-1580 cm™, 111:1230-1300 cm™. 1V:625-770 cm™, VV:640-800 cm™, VV1:540-600
cm, VII~200 cm™).

Para GODs-HRP cabe destacar que se observan en la tabla 11, las bandas amida I, IV-VII.
La banda | es debida a la tension del enlace C=0 y su posicion (entre 1662-1655 cm™) confirma
que se conserva, luego de su funcionalizacion, la estructura secundaria, a-hélice, de la enzima
HRP. Amida IV: flexion OCN, amida V: flexién fuera del plano de NH, amida VI: flexién fuera
del plano de C=0, amida VII: modo de la estructura esquelética del polipéptido (Rygula et al.,
2013). Las bandas D y G, presentes en las nanoestructuras se mantienen, aunque con menor
intensidad. Estas podrian estar superpuestas a las sefiales caracteristicas del grupo hemo (porfirina
de hierro, capaz de adoptar diferentes estados de oxidacion) localizado en el sitio activo de la
enzima. Ademas, los desplazamientos en las bandas sugieren la posible formacion de nuevas

interacciones quimicas derivadas de la funcionalizacion (Kitagawa & Hirota, 2006).
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Tabla 11

Identificacién de los modos vibracionales observados en el analisis Raman de OG, GODs, GODs-

HRP
Banda Posiciobn  Posicion  Posicion Posicion Asignacion mas probable
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
OG GODs HRP GODs-HRP
D 1343 1333 - - Defectos estructurales
G 1595 1608 - - Modo Ezg
Io/le 1,305 0,754 - - -
A - - 253 270 Amida VII
B - - 525 538 Amida VI
c - - 742 742 Amida IV
d - - 895 898 Amida V
e - - 975 979 Y45
f - - 1335 1333 Banda D, ya(Fe?*)
g - - 1550 1545 Banda G, y19
H - - 1662 1666 Amida I, y1o(Fe?")

4.3.7 Espectroscopia XPS

En la Figura 31 se muestran los espectros XPS de la banda C1s para cada una de las
especies moleculares que se usaron con la finalidad de obtener el sistema funcionalizado GOD-
HRP. Una primera inspeccion permitié observar diferencias significativas de las bandas C1s
sugiriendo las modificaciones estructurales al cual fue sometido el material carbonaceo. En la
Figura 31(a), la deconvolucion C1s se identificaron 6 bandas; las cuales segun valores fueron
atribuidos a los grupos funcionales C=C/C-C (284.8 eV), C-OH (285.6 eV), C-O-C (287.5 eV),
C=0 (289.4 ¢V), C(=0)0 (290.3 eV) y n- (291.2 eV) (Anwar et al., 2022; Ossonon & Bélanger,

2017; G. Wei et al., 2016).
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Figura 31

Banda C1s de los espectros XPS de OG, GODs, HRP libre y de la funcionalizacion GODs-HRP.
Las bandas con colores diferentes al azul representan las deconvoluciones. (a) OG; (b) GODs;
(c) HRP libre; (d) GODs-HRP
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Otro aspecto importante radica en el hecho que la banda C-O-C es significativamente méas
intensa que C=C/C-C con una relacion de areas de aproximadamente 2.7; mientras que las
relaciones de las areas de las bandas C=C/C-OH, C=C/C=0y C=C/C(=0)O son 1.8, 3.61y 63.84.
Es decir, que el OG obtenido en el paso intermedio exhibe un alto grado de oxidacion rico en

grupos C-O-C, con una presencia significativa de grupos C-OH y C=0 (posiblemente ubicados en
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la superficie del material carbonéceo) y la presencia de grupos carboxilos posiblemente ubicados
en el borde de la lamina.

Una vez se realiz6 la reduccion del OG, mediante sintesis hidrotérmica asistida por
microondas, se obtuvo el espectro XPS del producto resultante. En este sentido, el resultado de la
C1s se presenta en la Figura 31 (b) donde se observé una diferencia significativa con respecto a la
banda C1s del OG. Luego de la deconvolucion se identificaron 4 bandas que corresponden a los
grupos C=C/C-C (284.8 eV), C-O-C (287.7 eV), C=0 (289.4 eV) y C(=0)O (290.eV). Estos
resultados comparados con OG evidenciaron claramente la desaparicion de la banda C-OH;
aunque posiblemente se encuentre solapada con la banda de los grupos C=C/C-C. Ademas, la
primera diferencia significativa de estos resultados radica en que la banda en 284.8 eV es la més
intensa. Al calcular las relaciones de area entre la banda de los grupos funcionales C=C/C-H con
los grupos oxigenados se obtienen los valores de 14 (C=C;C-H/C-0-C), 88 (C=C;C-H/C=0) y 208
(C=C;C-H/C(=0)O0). Por tanto, a partir de la banda C1s luego de la etapa de reduccién quimica
del OG, gran parte de los grupos oxigenados fueron removidos y se obtuvieron ldminas de 6xido
de grafeno con un alto grado de reduccién. Estos resultados coindicen con los resultados de
fluorescencia y IR y Raman descritos anteriormente.

Luego de la reduccion del OG y su posterior funcionalizacién con la HRP (GODs-HRP) se
procedié a obtener el espectro XPS para este producto y se analizé la banda C1s, cuyo resultado
se muestra en la Figura 31 (d). A su vez, se presenta el resultado de la banda C1s de la HRP libre
para identificar posibles cambios. En este sentido, la deconvolucion de la banda C1s para la HRP
libre exhibe 3 bandas cuyos valores de energia fueron atribuidos a los grupos funcionales
C=C/C-C (284.8 eV) que es la méas intensa, C-OH/N-*CH-C-O (286.0 eV) y N-CH-*C-O (288.1

eV). Estos resultados se encuentran en acuerdo con aquellos reportado en la literatura (Curulli et
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al., 2006). Para el caso de la funcionalizacion de GODs, la deconvolucion de la banda C1s exhibe
5 bandas cuyos valores fueron asignados a los grupos funcionales C=C/C-C (284.8 eV), C-OH/N-
*CH-C-O (286.6 V), C-O-C (287.5 eV), N-CH-*C-0O (288.2 eV) y C(=0)O (288.9 eV). Tanto
los resultados de la HRP libre como del sistema GODs-HRP permitieron establecer que la HRP y
el GODs se funcionalizaron exitosamente. Esto también se evidencio con los resultados obtenidos

de DRX, IR y Raman.

4.4 Resultados computacionales

En este apartado se presentan los resultados obtenidos de las simulaciones MD para cada
uno de los sistemas descritos en la seccién "3.2 Simulaciones computacionales”. Inicialmente se
presentan los resultados de la validacion de los pardmetros FF para el grupo Hemo (que hace parte
del complejo proteico de la HRP), seguido del complejo HRP y por Gltimo la validacion de los
parametros FF de la lamina de GODs.

Posteriormente se presentan y discuten los resultados MD para la funcionalizacién GODs-
HRP a partir de célculos de propiedades como RMSD, Rc y RMSF para cada unidad molecular
(aminoécidos de la HRP, grupo Hemo y el GODs) que forman dicho compdsito. Finalmente se
presentan y analizan los resultados de los célculos de energia libre de Gibss (MM-GBSA) de todas
las configuraciones del compdsito para identificar cual es el termodindmicamente méas favorable,
seguido de los resultados de los célculos de acoplamiento molecular para explorar la conservacion

del sitio activo de la enzima HRP luego de la formacion del complejo GODs-HRP-fenol.
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4.4.1 Validacion de los pardmetros FF
Los resultados de la validacion de los pardmetros de campo de fuerza para la subunidad

Hemo en fase condensada se muestran en la Figura 32.

Figura 32
Parametros geométricos y estructurales para la validacion de la topologia FF del grupo Hemo.

(a) Estructura tridimensional; (b) distancias de enlace N-Fe; (c) Angulos diedros C-N-N-C; (d)

RMSD; (e) radio de giro (Rg)
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Para ello, Unicamente se tuvieron en cuenta cuatro pardmetros geométricos internos y
fueron calculados a partir de los resultados de dinamica molecular. En la Figura 32(b) se muestran
las distancias entre los &tomos de nitrégeno (denominados Na, Ng, Nc y Np) que conforman los
anillos pirroles con el &tomo central de hierro (Fe), ver Figura 32(a), cuyos resultados exhiben un

comportamiento estable a lo largo del tiempo de muestreo. La distancia promedio para los pares
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Na-Fe, Ne-Fe, Nc-Fe y Np-Fe son de 2.163 A, 2.260 A, 2.216 Ay 2.161 A respectivamente; con
desviaciones estandar de +0.07 A, £ 0.09 A, £ 0.08 Ay +0.06 A; demostrando que los parametros
de campos de fuerza usados para este sistema garantizan que el &tomo central de Fe se mantiene
en el centro del anillo del fragmento Hemo.

Por otra parte, se calculd el segundo parametro geométrico interno que consistio en los
angulos diedros formados por los 4&tomos de carbono y nitrogeno de la periferia interna de los
anillos pirroles; donde los resultados se muestran en la Figura 32(c). Este parametro permitio
analizar la conservacion de la planaridad del grupo Hemo a lo largo de las simulaciones MD. Un
total de ocho angulos diedros fueron calculados. Los resultados del angulo diedro para el grupo de
los atomos 2(Ca-Na-Nc-Cr) exhibe un valor promedio de 22.7° + 10.5°; para el &ngulo diedro
£(Ca-Na-Nc-Cg) un valor promedio de 172.8° + 5.4°; el &ngulo diedro £(Cg-Na-Nc-Cr) un valor
promedio de 151.6° + 11°; el angulo diedro £(Cg-Na-Nc-Cg) un valor promedio de 10.3° + 7.6°;
el angulo diedro £(Cc-Ng-Np-Ch) un valor promedio de 40.8° + 8.9°; el angulo diedro £(Cc-Ng-
Np-Cg) un valor promedio de 167.5° + 6.9°; el &ngulo diedro £(Cp-Ng-Np-Ch) un valor promedio
de 139.8° + 9.4°; y el &ngulo diedro £(Cp-Ng-Np-Cg) un valor promedio de 13.3° + 8.3°.

Estos resultados igualmente muestran que se conservan la planaridad del anillo del grupo
Hemo a lo largo de las simulaciones MD. Aunqgue sus fluctuaciones en algunos casos son
significativas debido a efectos intramoleculares distales, no se observo deformacién total de la
estructura del grupo Hemo.

Lo anterior se evidencid con el calculo del RMSD vy el Rg. El parametro RMSD mide que
tanto se desvia una estructura molecular a partir de una estructura de referencia a lo largo del

tiempo de muestreo y se calcula mediante la ecuacion:
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RMSD(t) - [%ZN:HQ ®-r, (o)ﬂ 12)

donde N es la cantidad de atomos, ri(t) es la posicion de i-ésimo atomo en el tiempo de muestro t,
ri(0) es la posicion del mismo i-ésimo atomo de referencia. Si bien las simulaciones MD presentan
movimientos rotacionales y traslacionales; estas contribuciones fueron removidas y Unicamente se
calculd el RMSD superponiendo las coordenadas de los atomos pesados del grupo Hemo con las
coordenadas atomicas de referencia (t = 0 ns) de la etapa de produccion MD, mediante ajuste por
minimos cuadrados.

Como se observa en la Figura 13(d), El RMSD del grupo Hemo a lo largo del tiempo de
muestreo presenta un aumento rapido en los primeros 600 ps de simulacion MD alcanzando un
valor de aproximadamente 1 A con ligeras variaciones que se mantiene durante los 100 ns de
simulacion MD. En este sentido, el valor promedio de RMSD es de 1.045 A con una desviacion
estandar de 0.11 A. Algunas fluctuaciones por encima de 1.5 A se observaron a los tiempos t = 59
nsyt=73.6 ns. Sin embargo, el RMSD muestra que la estructura molecular de toda la molécula
Hemo es estable.

El dltimo parametro geométrico usado para determinar la factibilidad de la topologia FF
para el grupo Hemo fue el Rg que permite medir el grado de compactacién de un sistema
molecular. Es decir, el Rg permitio explorar posibles cambios conformacionales en un sistema

molecular y se calcula a partir de la ecuacion:

RG(t)_[%T (13)

donde ri(t) es la distancia el i-ésimo atomo con respecto al centro de masa en el tiempo de

simulacion t de la molécula y mi es su respectiva masa. Los resultados de Rg se presentan en la
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Figura 32(e) y su valor promedio es de 4.31 A con una desviacion estandar de + 0.07 A.
Adicionalmente, se observa algunas fluctuaciones en su valor y corresponden al inicio de las
simulaciones MD (alrededor de 1.5 ns); asi como también a los tiempos t = 32.7 ns, t =59 ns, t =
66 nsy t = 74 ns. Tanto el RMSD como el Rg demuestran que la topologia FF usada para simular
el fragmento Hemo fue satisfactoria; aun cuando se observaron algunas fluctuaciones de estos.
Lo anterior debido los enlaces rotables de los fragmentos vinilo (-CH=CH>) y propionatos que
hacen parte de la subestructura del grupo Hemo. Sin embargo, cabe destacar que en estas
simulaciones se uso6 la molécula Hemo libre sumergida en una caja con moléculas del solvente y
no se considerd los posibles efectos al encontrarse internado en la proteina HRP.

Una vez evaluada la calidad de la topologia FF para el grupo Hemo libre, se procedi a
realizar un analisis similar para la molécula HRP. En este sentido, para el grupo Hemo dentro de
la proteina HRP se calcularon los mismos parametros geométricos, descritos anteriormente; asi
como también la distancia entre el &tomo de nitrégeno del residuo de histidina 170 (HIS170) y el
atomo de hierro del grupo Hemo. Adicionalmente se calcul6 el RMSD y Rg para la unidad proteica
de la HRP usando &tomos pesados y por Ultimo se calculé el RMSF tanto de los &tomos backbone
como de los atomos pesados de la unidad proteica de la HRP, a partir de las coordenadas atomicas
obtenidas de las simulaciones de MD. Cabe resaltar que para los parametros RMSD y RMSF se
usaron las coordenadas atomicas nativas (PDB ID: 1IHCH) como valores de referencia.

Brevemente, para el grupo Hemo en el complejo proteico, las distancia promedio para los
pares Na-Fe, Na-Fe, Nc-Fe, Np-Fe y Nwisizo-Fe son 2.147 A, 2.152 A, 2.086 A, 2.114 Ay 2.191
A respectivamente con desviaciones estandar de + 0.05 A, + 0.05 A, £ 0.04 A, £ 0.05 A 'y + 0.09
A respectivamente (ver Figura 33(b)). Estos resultados estan en buen acuerdo si se comparan con

sus valores extraidos de la estructura nativa y cuyos valores son 2.086 A, 2.102 A, 2.103 A, 2.05
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Ay 2.086 A. Una tendencia similar se observé para los angulos diedros (ver Figura 33(c)); en los
cuales, los valores promedios a partir de las simulaciones MD son 9.6° para £(Ca-Na-Nc-Cr),
173.3° para £(Ca-Na Nc-Cg), 171.0° para £(Cs-Na-Nc-C), 11.2° para £(Cg-Na-Nc-Cg), 8.0°
para £(Cc-Ng-Np-Ch), 172.4° para £(Cc-Ng-Np-Cg), 167.6° para 2(Cp-Ng-Np-Ch), y 8.8° para
£(Cp-Ng-Np-Cq); los cuales son comparables y en buen acuerdo con lo calculado en la estructura
nativa con valores de 5.68°, 174.3°, 170.3°, 6.67°, 7.27°, 176.7°, 172.1° y 5.3° respectivamente.

En cuanto al RMSD y Rg del grupo Hemo, los resultados se presentan en las Figuras 33(d)
y 33(e); y cuyos valores son 1.06 A + 0.8 Ay 450 A + 0.08 A. Estos resultados indican que el
grupo Hemo se mantiene satisfactoriamente en el sitio activo de la proteina HRP. Lo anterior se
pudo evidenciar en la Figura 33(a) donde se hizo una superposicién del grupo Hemo y el residuo
HIS170 entre la estructura nativa y las coordenadas atdbmica a obtenida a partir de las simulaciones
MD al tiempo de 100 ns.

Por otra parte, la unidad proteica de la HRP conserva su estructura interna a lo largo de las
simulaciones MD. En la Figura 33(d,e,f) se muestran los célculos de RMSD, R y RMSF
respectivamente. El valor para el RMSD es de 1.98 A + 0.14 A; mientras que el valor para el
parametro Rg es de 19.7 A + 0.08 A. Ambos parametros indican que la estructura interna de la
proteina HRP se conserva. Lo anterior también se evidencio con los calculos de RMSF mostrando
que los &tomos del backbone y los &tomos pesados de la HRP fluctian en valores aceptados en el
marco de simulaciones MD (Arnittali et al., 2019; Gohlke et al., 2000; Herrera-Calderon et al.,

2020).
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Figura 33

Parametros geométricos y estructurales para la validacion de la topologia FF de la enzima HRP
(incluido el grupo Hemo dentro de la enzima). (a) Superposicién de la estructura tridimensional
del grupo Hemo (rojo: estructura original; resultados de MD); (b) distancias de enlace N-Fe del
grupo Hemo; (c) Angulos diedros C-N-N-C del grupo Hemo; (d) RMSD de la unidad proteica y el
grupo Hemo; (e) radio de giro (Rg) de la unidad proteica y el grupo Hemo; (f) Resultados del
RMSF de la proteina.
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Por ultimo, la validacion de la topologia FF para el GODs se llevo a cabo a partir de las
coordenadas atémicas obtenidas a lo largo de las simulaciones MD de la etapa de produccion. Para
esta molécula, inicamente se calcularon el Rg y el RMSD los resultados se muestran en la Figura
34. Ambos parametros no presentaron fluctuaciones significativas indicando que la topologia FF

simula adecuadamente las caracteristicas geométricas intrinsecas del GODs, en relacién con la
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planaridad de su estructura debido a la presencia de anillos tanto aroméaticos como la presencia de
carbonos con hibridacion sp®; y como consecuencia de la insercion de grupos oxigenados epoxidos
y alcoholes. Lo anterior se muestra en la Figura 34(a) donde se hizo una superposicion entre la
estructura del GODs originalmente construida y minimizado con las coordenadas atomicas
extraidas del ultimo ciclo de simulacién MD de la etapa de produccién (t = 100 ns). Lo anterior se
evidencié considerando que el valor promedio del Rg (ver Figura 34(b)) es de 13.6 A + 0.01 A;

mientras que el valor promedio del RMSD (ver Figura 34(c)) es de 0.59 A + 0.10 A.

Figura 34

Validacién de la topologia FF para la ldmina de GODs. (a) Superposicion de la estructura

tridimensional de lamina de GODs (rojo: estructura optimizada; resultados de MD); (b) RMSD;

(c) Radio de giro (Rg)
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4.4.2 Resultados MD del sistema GODs-HRP

Luego de la validacion de la topologia FF para cada una de las unidades moleculares
involucradas en este trabajo de investigacion, se procedio a llevar a cabo las simulaciones MD
para la funcionalizacién de la HRP con el GODs, descrito en la seccion de la metodologia.
Posterior a la obtencion de las coordenadas atomicas para todas las configuraciones, previamente
construidas y teniendo en cuenta tanto la formacién del enlace C-N de la interfaz GODs-HRP
como la orientacion del GODs en torno a la superficie de la HRP, se calcularon los parametros
RMSD, Rc y RMSF para explorar los posibles cambios del espacio configuracional del sistema en
mencién a lo largo del tiempo de muestreo en la fase de produccién. Los resultados promedios
para las configuraciones S1 hasta S20 se presentan en la Tabla 12 y sus valores en funcion del
tiempo se muestra en el Apéndice D.

Los resultados de las simulaciones MD de la etapa de produccion permitieron explorar las
fluctuaciones de las posiciones atémicas, a lo largo del tiempo de muestreo, que forman el
complejo GODs-HRP. En este sentido, la primera propiedad que se calculé fue el RMSD para
cada unidad molecular (GODs, HRP y fragmento Hemo en el complejo GODs-HR) a partir de las
coordenadas atdmicas que fueron previamente ajustadas mediante minimos cuadrados y usando
los carbonos alfa del backbone de la HRP al tiempo t = 0 ns como referencia, para eliminar las
contribuciones rotacionales y traslaciones ocasionados por las simulaciones MD. El primer aspecto
destacable que se observo para todas las configuraciones es que los valores promedio del RMSD
para la subunidad proteica de la HRP son menores a 3 A con desviaciones estandar por debajo de
0.6 A.

Adicionalmente, los valores promedio del RMSD para los atomos pesados del grupo Hemo

son en general menores a 1.5 A con desviaciones estandar menores que 0.5 A. Estos resultados
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indican que independiente del residuo de LYS ubicados en la superficie de la proteina (LYS232 y
LYS241) al que se une la lamina de GODs para la funcionalizacién, la proteina conserva su
estructura original (ver resultados de RMSF en el Apéndice D), lo que sugiere que la
funcionalizacién a través de los sitios de union mencionados anteriormente puede ser viable sin
alterar las propiedades estructurales y originales de la proteina HRP. Lo anterior se complementa
al observar los valores promedio del Rg tanto para la unidad proteica como el grupo Hemo de la

HRP, que se encuentran alrededor de 4.7 Ay 20.7 A respectivamente (ver Tabla 12).

Tabla 12

Resultados de RMSD y RG para las unidades moleculares HRP, GODs y Hemo en la

funcionalizacién GODs-HR, a partir de 100 ns de simulaciones MD

RMSD (A) Ra (A)

Configuracion HRP GODs Hemo HRP GODs Hemo

S1 236+0.24 16.76 £253 1.23+£0.15 20.23+£0.08 13.58+0.01 4.44+0.05
S2 208+0.15 342+1.26 0.76+0.19 19.79+£0.10 13.58+0.01 4.42+0.04
S3 220+0.25 26.81+£458 0.75+0.25 19.60+0.08 13.56+0.01 4.73+0.12
S4 235+0.32 6.47+£138 0.71+£0.32 19.66 £0.08 1356+0.01 4.76 £0.15
S5 251+050 3.82+0.82 1.21+0.13 19.87£0.09 1357+001 4.50+0.07
S6 226 £0.23 33.32+858 1.24+0.21 19.64+£0.10 13.57+£0.02 4.62+0.06
S7 172+011 447+1.32 073+0.14 19.45+£0.06 1357+£0.01 4.70+£0.10
S8 212+0.30 242+0.38 1.06+0.19 19.82+0.21 1356+0.01 450+0.10
S9 1.85+£0.19 20.56+4.4 0.50+0.09 19.67+£0.10 13.59+0.01 4.84+0.04
S10 203+£0.28 255+1.30 0.76+0.16 19.53+0.08 13.58+0.02 4.75+0.08
S11 182+0.15 154+0.38 0.71+0.12 19.60+0.09 13.60+0.01 4.80+0.06
S12 1.82+£0.17 9.77+£6.43 0.63+0.15 19.54+0.09 13.57+0.01 4.80+0.10
S13 199+£0.26 13.47+7.61 0.94+0.21 19.75+0.13 13.57+£0.01 4.66+0.09
S14 186+0.12 349+0.79 0.80x0.15 19.46£0.09 1354+0.02 4.77+0.05
S15 266+041 7.14+188 1.20+0.16 19.96 £0.13 13.57+£0.01 4.47+0.09
S16 211+0.19 2850+4.76 1.02+0.14 19.72+0.09 13.57+0.01 4.49+0.08
S17 1.94+0.23 18.13+3.95 1.05+0.22 19.75+0.08 13.56+0.02 4.54+0.12
S18 185+£0.16 3.65+0.58 0.55+0.12 19.59+0.06 13.49+0.03 4.85+0.04
S19 1.82+£0.22 10.95+7.68 0.69+0.19 19.54+£0.08 13.57+£0.02 4.68+0.09
S20 1.96+£0.25 2.01+£0.75 0.81+0.24 19.60+0.08 13.57+£0.02 4.77+0.10
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Aunque la HRP conserva su estructura original durante la etapa de produccion de las
simulaciones MD, una situacion contraria ocurrio con la lamina de GODs. De acuerdo con sus
resultados presentados en la Tabla 12, dos grupos de configuraciones presentan diferencias
significativas en los valores RMSD. Un primer grupo corresponde a aquellas configuraciones que
exhiben valores de RMSD promedio significativamente elevado. En este caso, aparecen las
configuraciones S1 con un valor de 16.76 A + 2.53 A, S3 con un valor de 26.81 A + 4.58 A, S4
con un valor de 6.47 A + 1.38 A, S6 con un valor de 33.32 A + 8.58 A; S7 con un valor de 4.47 A
+1.32 A, S9 con un valor de 20.56 A + 4.4 A; S12 con un valor de 9.77 A + 6.43 A; S13 con un
valor de 13.47 A + 7.61 A; S15 con un valor de 7.14 A + 1.88 A; S16 con un valor de 28.50 A +
4.76 A; S17 con un valor de 18.13 A +3.95 A 'y S19 con un valor de 10.95 A + 7.68 A.

Los valores elevados para las configuraciones mencionadas anteriormente obedecen al
hecho que la Iamina de GODs, durante las simulaciones MD, cambia drasticamente su orientacion
relativa a la HRP como consecuencia de la rotabilidad del enlace C-N (que forma la
funcionalizacion) lo que favorece un aumento de la superficie de contacto de la interfaz GODs-
HRP debido al aumento en las posibles interacciones entre los residuos de aminoécidos cercanos
a la superficie de la lamina GODs. Esto se evidencia al observar la Figura 35 donde se presenta la
superposicion de las estructuras del composito GODs-HRP de cada configuracion en los tiempos
de simulacion t=0nsy t = 100 ns.

El segundo grupo de configuraciones se caracterizaron por exhibir un valor de RMSD
promedio bajo. En este caso, aparecen las configuraciones S2 con un valor de 3.42 A +1.26 A, S5
con un valor de 3.82 A £ 0.82 A, S8 con un valor de 2.42 A +0.38 A, S10 con un valor de 2.55 A
+1.30 A, S11 con un valor de 1.54 A + 0.38 A, S14 con un valor de 3.49 A +£0.79 A, S18 con un

valor de 3.65 A + 0.58 A y S20 con un valor de 2.01 A + 0.75 A. Estos resultados obedecen al
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hecho que al inicio de las simulaciones MD de la etapa de produccidn, gran parte de la superficie
de la lamina de GODs interacciona con la proteina HRP (ver Figura 35) y se conserva a lo largo

de todo el tiempo de muestreo (ver Apéndice D).

Figura 35
Superposicion de las estructuras del compdsito GODs-HRP obtenidas a partir de 100 ns de
simulaciones MD. Las estructuras en color rojo para t = 100 ns. Las estructuras en color azul

parat=0ns

S1 S5

S10

S11 S12 S13 S14 S15

S16 S20
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Si bien el 60% de las configuraciones exploradas presentaron significativas fluctuaciones
del RMSD a lo largo del tiempo de muestreo, los valores calculados del Rg promedio para todas
las configuraciones son cercanos a 13.5 A con desviaciones estandar menores a 0.02 A (ver Tabla
12). Aunque la 1dmina de GODs fluctta considerablemente en la interfaz GODs-HRP, se conserva
su carécter cuasiplanar durante todo el periodo de muestreo por MD (ver Apéndice D).

Ademas, de las 20 configuraciones estudiadas, 18 de ellas exhiben una alta superficie de
contacto entre la ldmina GODs y la proteina al final de los 100 ns; sugiriendo que desde el punto
de vista estructural todas las configuraciones son posibles. Sin embargo, en este estudio no se conto
con evidencia experimental acerca de las caracteristicas estructurales de la funcionalizacion
GODs-HRP que permitiera realizar comparativos.

Posterior a las simulaciones MD se llevdé a cabo un estudio desde la perspectiva
termodindmica para explorar cuél de las 20 configuraciones es la termodinamicamente mas

favorable y los resultados se presentan y discuten a continuacion.

4.2.3 Resultados MM-GBSA del composito GODs-HRP

Los calculos de MM-GBSA realizados a partir de las coordenadas atomicas de la
funcionalizacién GODs-HRP a partir de 100 ns de simulaciones MD permitid explorar desde una
perspectiva energética la naturaleza de las posibles interacciones entre el GODs y la HRP y su
contribucion (favorable o no) hacia la estabilidad de cada una de las configuraciones estudiadas
en este trabajo de investigacion. Ademas, con base en estos resultados se pudo identificar cuél de
las 20 configuraciones son las termodinamicamente mas favorable. Los resultados se presentan en

la Tabla 13.
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Tabla 13
Resultados de los célculos MM-GBSA a partir de 100 ns de simulaciones MD para las 20

configuraciones de la funcionalizacion GODs-HRP. Valores de energia libre de Gibbs reportados

en kJ/mol

Configuracion Ventace  Vanguio V'orsion Vi Veoul. Ecs Esasa Gcond. Grel
S1 76.3 29243 -3410.5 -2693.9 -19782.9 -4704.3 126.0 -27465.1 0.0
S2 72.0 29278 -3414.7 -2744.7 -19930.5 -4451.2 1225 -27418.7 46.3
S3 76.5 2666.5 -3409.2 -2749.4 -20002.8 -4422.7 121.3 -27719.8 -254.8
S4 744 2674.8 -3418.8 -2806.3 -19953.8 -4434.3 118.0 -27746.0 -280.9
S5 745 2683.2 -3405.5 -2751.0 -19902.1 -4476.7 123.7 -27653.8 -188.7
S6 75.8 2674.4 -3421.6 -2731.5 -19812.6 -4599.0 121.2 -27693.3 -228.2
S7 71.8 2658.6 -3391.9 -2841.7 -20003.7 -4393.0 113.6 -27786.3 -321.2
S8 74.7 2670.4 -3402.4 -2793.0 -19765.9 -4568.1 121.1 -27663.4 -198.3
S9 75.1 2655.2 -3406.1 -2771.4 -19901.2 -4546.4 119.2 -27775.7 -310.6
S10 76.4 2675.1 -3394.8 -2780.9 -19834.1 -4555.2 119.2 -27694.5 -229.4
S11 75.2 2657.8 -3396.4 -2838.3 -19946.5 -4451.4 1189 -27780.7 -315.6
S12 729 2669.4 -3410.3 -2720.7 -19783.0 -4614.3 119.6 -27666.4 -201.3
S13 76.5 2673.7 -3407.7 -2685.1 -19644.5 -4768.0 1249 -27630.1 -165.0
S14 73.9 2663.2 -3398.3 -2800.9 -20041.9 -4388.4 116.7 -27775.6 -310.5
S15 75.8 2672.1 -3422.3 -2689.9 -19704.5 -4708.8 128.7 -27648.9 -183.8
S16 80.2 2668.8 -3394.4 -2717.8 -19826.7 -4620.5 122.4 -27687.9 -222.8
S17 75.4 26615 -3403.5 -2757.3 -19780.4 -4608.9 121.6 -27691.6 -226.6
S18 76.8 26615 -3402.9 -2806.6 -19884.3 -44719 117.3 -27710.1 -245.0
S19 746 2658.6 -3391.8 -2748.9 -197459 -4693.4 121.0 -27725.8 -260.7
S20 74.8 2673.2 -3407.6 -2793.8 -19938.5 -4473.2 119.0 -27746.0 -280.9

Brevemente, los valores tabulados en las columnas 2-6 corresponden a las contribuciones
enlazantes y no-enlazantes provenientes de la topologia FF (fase gaseosa); mientras que las
columnas 7 y 8 pertenecen a las contribuciones energéticas polares y no-polares respectivamente.
En la columna 9 se tabulan los resultados de la energia libre de Gibbs total en fase condensada
(calculada como la suma de las energias en fase gaseosa y condensada). En la ultima columna se
tabulan las energias libres de Gibbs en fase condensada relativas (Grel) calculadas como la
diferencia de la energia libre de Gibbs en fase condensada (Gcond) entre la configuracion
seleccionada y la configuracidn de referencia. En este caso, se tomé a S1 como configuracion de

referencia. Notese que el valor de Grel para S1 es cero. Ademas, aquellas configuraciones que



NANOESTRUCTURAS DE CARBONO FUNCIONALIZADAS CON HRP 114

presentan una energia libre de Gibbs relativa menor a cero significan que son termodindmicamente
maés estable que la configuracion de referencia S1.

Partiendo de los valores de energia libre de Gibbs relativa, se pudo observar que
unicamente la configuracion S2 exhibe un valor positivo; mientras que las configuraciones
restantes (S3 hasta S20) sus valores son negativos. Es decir, las ultimas configuraciones
mencionadas son termodinamicamente mas estables y favorables que la configuracion de
referencia S1. Ademas, se obtuvo una diversidad en cuanto a los valores de esta propiedad
termodindmica. Dentro del grupo de configuraciones con menor energia libre de Gibbs relativa se
observo que la configuracion S7 presenta el valor mas negativo de -321.2 kJ/mol; siendo la
configuracién termodindmicamente més favorable. Esta diferencia significativa, comparadas con
S1, refleja las caracteristicas particulares de las interacciones en la interfaz formada por la HRP y
el GODs. Estas interacciones tuvieron un impacto favorable sobre la energia libre de Gibbs total
sobre cada uno de ellos.

Partiendo de lo anterior, se realiz6 un analisis comparativo en detalle de las contribuciones
energéticas individuales sobre la energia libre de Gibbs total entre S1y S7. La contribucion Veniace
entre S7 y S1 se observa una ligera diferencia de -4.5 kJ/mol menor en S7, la contribucion Vangulo
exhibe una diferencia de -265.6 kJ/mol menor en S7, la contribucion Viersisn presenta una diferencia
de 18.6 k/mol mayor en S7, la contribucion Vg exhibe una diferencia 311.3 kJ/mol mayor en S7
y la contribucion Esasa presenta una diferencia de -12.4 kJ/mol menor en S7. En este punto, se
observO un aspecto interesante y es que, si bien la configuracion S7 tiene una contribucion
energetica Ve significativamente desfavorable, frente a S1, esta ultima es compensada por la

contribucion Vanguio Significativamente menor con respecto a la misma en S1. Adicionalmente, si
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se suman todas las diferencias de contribuciones descritas anteriormente, se obtiene un valor total
de 47.4 kJ/mol.

Por tanto, la diferencia central entre las energias libres de Gibbs en fase condensada entre
S1 y S7 obedecen exclusivamente a las contribuciones no-enlazantes (Lennard-Jones y de
Coulomb) involucradas en la interfaz del compoésito GODs-HRP. Lo anterior se demuestra al
comparar la contribucion Vi; que presenta una diferencia de -147.8 kJ/mol menor en S7 'y Vcoul.
exhibe una diferencia de -220.8 kJ/mol menor en S7, que al ser sumadas da como resultado un
valor de -368.6 kJ/mol. Esto Ultimo se observé al comparar las estructuras S1y S7 presentadas en
la Figura 35 donde lamina GODs en el compdsito GODS-HRP de la configuracién S1 presenta
una menor superficie de contacto con la HRP; mientras que en S7 es mayor.

Partiendo de la anterior premisa, seguidamente se realizd una exploracion de la naturaleza
de los contactos entre la GODs y la HRP. Para ello, inicialmente se usaron trayectorias obtenidas
en la fase de produccidn de las simulaciones MD para calcular la cantidad de puentes de hidrégeno
entre GODs y la HRP a partir de la definicion convencional de un puente de hidrégeno, usando el
subprograma hbond y posteriormente se realiz6 un analisis de distribucion de frecuencias de
puentes de hidrogeno.

El segundo anélisis consistio en identificar otros contactos entre la lamina de GODs vy la
HRP usando la herramienta Discovery Studio Visualizer (https://www.3ds.com), usando las
coordenadas atdmicas de las simulaciones MD de la etapa de produccién al tiempo t = 100ns, para

explorar las diversas interacciones no-enlazantes en la interfaz del sistema funcionalizado.
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Figura 36
Perfiles de distribucion de frecuencia de puentes de hidrégeno en la interfaz GODs-HRP para las

configuraciones S1y S7 a partir de 100 ns de simulaciones MD

S1 S7

Distribucion (a.u.)
Distribucién (a.u.)

01234567 89I10I1112 012345678 9I10I1112
Puentes de hidrogeno Puentes de hidrigeno

En la Figura 36 se muestra los perfiles de distribucién de frecuencias de puentes de
hidrogeno entre GODs y la HRP para las configuraciones S1 y S7, permitiendo observar
diferencias notorias entre ambas configuraciones. Mientras que en S1 aparecen entre 1y 2 puentes
con mayor frecuencia; la distribucion de puentes de hidrdégeno en S7 se concentra principalmente
entre 1y 4 puentes de hidrogeno favoreciendo significativamente la contribucién del término Vy;
sobre la energia libre de Gibbs total. Lo anterior se evidencia a partir del mapa 2D de contacto
presentado en la Figura 37 donde se muestra que la superficie de la configuracion S1 no participa
significativamente en la interfaz del composito GODs-HRP; mientras que en la configuracion S7
es notoria. Ademas, otro aspecto clave de estos resultados es que los grupos -OH y -COOQ de la

lamina GODs son los responsables de la formacién de los puentes de hidrégeno.
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Figura 37
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Otro aspecto que se menciond anteriormente es en relacion con las diferencias energéticas

del término Vcou. entre las configuraciones S1 y S7 y para entender su naturaleza se recurrié
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nuevamente a los resultados presentados en la Figura 37. En este sentido, nuevamente se obtienen
diferencias notorias entre S1 y S7. Mientras que en S1 no se observan interacciones de Coulomb
en la interfaz GODs-HRP, la configuracion S7 presenta numerosas interacciones que favorecen
energéeticamente la formacién del compoésito GODs-HRP. Ademaés, en todos los casos se observo
que en estas interacciones existe una participacion directa de los anillos que contienen atomos de
carbono sp? deslocalizados y ubicados en la superficie del GODs. Por tanto, otro aspecto clave de
los resultados obtenidos es el hecho que la funcionalizacion entre la HRP y GODs es igualmente
controlada por los efectos de deslocalizacion de carga.

Si bien la configuracion S7 presenta la menor energia libre de Gibbs relativa mas negativa,
otras configuraciones GODs-HRP demostraron ser, igualmente, muy estable. En este sentido, la
configuracion S11 tiene una energia relativa de -315.6 kJ/mol y la configuracion S14 exhibe una
energia relativa de -310.5 kJ/mol. Ademas, para estas configuraciones se observo una tendencia
similar en relacion con la importancia tanto de la formacion de puentes de hidrégeno como de las
interacciones con los carbonos sp? en la interfaz GODs-HRP (ver Figura 37). Las restantes
configuraciones también muestran una caracteristica similar y sus resultados se muestran tanto en

la Tabla 14 como en el apéndice E.

4.2.3 Resultados de acoplamiento molecular

Los resultados de las simulaciones computacionales desarrolladas hasta este punto
permitieron realizar una exploracion profunda desde las bases moleculares sobre los posibles
puntos de unién entre el GODs y la HRP; demostrando que la formacion del compdsito GODs-
HRP es posible desde una perspectiva estructural y energética. Ademas, permitieron demostrar la

importancia de la participacion de la superficie de la GODs hacia la formacion de interacciones en
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la interfaz GODs-HRP que favorecieran su formacion. Adicionalmente, se pudo demostrar que, Si
bien la HRP presenta dos residuos de LYS sobre su superficie, la LYS232 es més favorable
termodindmicamente. A partir de lo descrito anteriormente, se realizaron calculos computacionales
basados en acoplamiento molecular para ahondar sobre la conservacion del sitio activo de la HRP,
antes y despueés de la funcionalizacion, que corresponde al grupo Hemo en combinacion con los
residuos de aminoacidos que rodean al grupo prostatico; quienes son los responsables de la
actividad enzimatica de la HRP frente a compuestos fendlicos (Veitch, 2004). Adicionalmente,
antes de iniciar estos calculos computacionales se realiz6 una exploracion preliminar del canal de
entrada hacia el sitio activo de la HRP. Este canal es formado por los residuos PHE68, GLY69,
SER73, LEU138, PRO139, ALA140, PRO141, PHE142, PHE179 que restringen el acceso de los
sustratos hacia el sitio activo de la HRP que se encuentra al interior de unidad proteica (Mogharrab
et al., 2007).

Aunque la actividad enzimética de la HRP ocurre mediante activacion previa con peroxido
de hidrégeno (Veitch, 2004) para dar lugar a la formacion de los intermedios denominados
compuesto 1y Il (ver Figura 7), en este trabajo se usaron tanto la estructura nativa de la HRP como
las configuraciones GODs-HRP sin tener en cuenta la presencia de peréxido de hidrégeno. En este
sentido, los calculos de acoplamiento molecular se llevaron a cabo tanto para la HRP libre como
los compositos S7 y S11. Estas dos Ultimas configuraciones GODs-HRP fueron seleccionados
debido a que presentan la menor energia libre de Gibss relativa. Ademas, se usé al fenol como
estructura representativa de los compuestos fendlicos. En la Figura 38 se presenta las estructuras
tridimensionales de la HRP nativa, HRP luego de ser optimizada y las mejores estructuras para las
configuraciones S1 y S7. Estas estructuras fueron generadas para explorar el comportamiento de

los residuos de aminoécido involucrados en el canal de entrada hacia el sitio activo de la HRP.
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Figura 38
Representacion estructural del canal de entrada al sitio activo de la HRP. La superficie en color
amarrillo corresponde a los residuos aa del canal de entrada. (a) HRP nativa; (b) HRP luego de

optimizada su estructura; (c) S7; (d) S11

(b)

De acuerdo con la figura anterior, lo primero que se evidencio es que la HRP luego de ser
optimizada su geometria, se conserva el canal de entrada que conduce hacia el sitio activo de esta
proteina. Adicionalmente, el segundo aspecto, mas importante aun, se observo al analizar la
disposicién del canal en las configuraciones S7 y S11. Lo anterior indica que luego de la
funcionalizacién de la 1amina de GODs con la HRP, el canal de entrada se mantiene de tal forma

que pueda entrar el sustrato que seria oxidado posteriormente a partir de la reactividad propia de
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la HRP. Estos resultados son muy importantes debido a que refleja el hecho que las
configuraciones del sistema GODs-HRP maés estables, termodinamicamente, garantizarian acceso
del sitio activo de la HRP a través del canal formado por los residuos mencionados anteriormente.
Una vez analizado la disposicion del canal de entrada de la HRP se realizaron las simulaciones de

acoplamiento molecular y los resultados se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14

Resultados de los célculos de acoplamiento molecular. Valores reportados en kJ/mol

Configuracién Gridvaw Grides Grider GroTAL
HRP libre -19.50 -2.77 0.02 -22.25
S7 (GODs-HRP) -18.59 -4.58 0.02 -23.15
S11 (GODs-HRP) -17.27 -1.61 0.02 -18.86

Teniendo en cuenta las caracteristicas del programa DOCKG®, Gridvaw es la contribucién de
van der Waals, Gridgs es la contribucion electrostatica y Grider es la contribucién por repulsion
entre el ligando y el receptor; mientras que GroraL €s el valor total de la puntuacion y es calculada
como la suma de Gridvaw, Grides y Grider. Entre mas negativo sea el valor de GroraL la interaccion
entre el ligado y el receptor es mas favorable (Allen et al., 2015). A partir de los resultados de
acoplamiento molecular obtenidos en este trabajo se observo un aspecto importante en el sentido
que tanto en la HRP como en la configuracion S7 exhiben valores cercanos de Grotac indicando
que la formacion del complejo receptor-ligando es viable. Este resultado es de gran relevancia
debido al hecho que los resultados experimentales de la actividad enzimatica tanto de la HRP libre
como del sistema GODs-HRP exhiben valores cercanos.

Aunque los resultados experimentales mostraron que el composito GODs-HRP exhibe una

actividad enzimética menor que la HRP (con una de retencion del 92% de la actividad enzimatica
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frente a la HRP), estos resultados de acoplamiento molecular en combinacion con las simulaciones
de dindmica molecular y MM-GBSA estan en muy buen acuerdo con todo lo desarrollado
experimentalmente, brindando luces adicionales desde una perspectiva estructural. En
correspondencia con lo anterior, a partir de los resultados de acoplamiento molecular se hizo un
analisis estructural para explorar la naturaleza de la interfaz del complejo ligando-receptor. En este
sentido, se construyeron los mapas 2D de contacto del sistema ligando-receptor que se presentan
en la Figura 39.

Los mapas 2D de contacto a partir de los resultados se acoplamiento molecular permitieron
identificar satisfactoriamente las interacciones claves para la formacion y estabilizacion del
complejo ligando-receptor. Una inspeccién general revel6 que se presentan ligeras diferencias en
cuanto al conjunto de interacciones entre el fenol y la HRP libre o las configuraciones S7 y S11.
Sin embargo, las interacciones que se conservan en todos los casos son aquellas que involucran
los residuos ARG38, PRO139, PRO141; mientras que la interaccion con el residuo PHE68 aparece
Unicamente en la HRP libre y S7. Estas diferencias ocurrieron como consecuencia de los cambios
conformacionales sobre el sitio activo de la HRP cuando se encuentra funcionalizada con la GODs.

Otra diferencia que se observo al comparar los resultados entre S7 y S11 es en relacion con
la cantidad de contactos entre el ligando y el receptor. Mientras que S7 mostrd 7 contactos en total;
la configuracion S11 Gnicamente mostrd 6 contactos. El resultado anterior es consecuente con los
valores de Grotac; siendo S7 ligeramente menor comparado con S11. Partiendo de lo anterior, el
analisis de la naturaleza entre el ligando y el receptor se llevé a cabo usando Unicamente la

configuracién S7.
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Figura 39

Mapa 2D de interacciones ligando-receptor. (a) HRP libre; (b) S7; (c) S11
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Tanto en la HRP libre como en S7, tres interacciones son claves durante la formacion del
complejo ligando-receptor. La primera se exhibe entre el anillo aromatico del fenol y el residuo
PHEG68 a través de interacciones 7-c Y las otras dos se generan entre el grupo hidroxilo del fenol
con los residuos ARG38 y PRO139 mediante puentes de hidrogeno. Estas interacciones han sido
encontradas por diversos autores a partir de estudios experimentales y teéricos demostrando su
papel determinante en la actividad enzimatica de la HRP (Azevedo et al., 2003; Bretz et al., 2020;

Campomanes et al., 2015; Mogharrab et al., 2007; Reihmann & Ritter, n.d.; Veitch, 2004).
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5. Conclusiones

Se sintetizaron nanoestructuras de carbono de tipo Puntos de Oxido de Grafeno (GODs)
fluorescentes con una intensa emision en la regién azul, mediante el corte de laminas de OG
utilizando un método de sintesis hidrotérmica asistida por microondas. El estudio de las variables
influyentes en la sintesis de GODs, condujo a descartar y establecer parametros que facilitaran una
ruta de sintesis optima, que favoreciera las propiedades dpticas de emisidn de fluorescencia de este
nanomaterial. Este proceso, dio como resultado GODs con estabilidad a lo largo del tiempo, altos
rendimientos cuanticos (QY: 8,02%, usando cumarina 120 como referencia), emisiones estrechas,
tamarios hidrodinamico inferior a los 6,4 nm y baja citotoxicidad manteniendo la viabilidad celular
en un 98.5% a una concentracion de 175ug/mL.

La caracterizacion de GODs por espectroscopia IR, Raman, XPS y DRX dan como
resultado indicios de la reduccion del OG tanto de tamafio como en grupos funcionales oxigenados.
Sin embargo, estos estudios arrojaron que aun estan presentes grupos carboxilos sobre su
superficie lo que lo convierte en un sustrato ideal para su funcionalizacion con la enzima HRP.

La funcionalizacion de los GODs con la enzima HRP, se logro a través de un acoplamiento
peptidico utilizando los agentes de acoplamiento quimico NHS y EDC. En este proceso, el EDC
activé los grupos carboxilos presentes en los GODs generando un intermediario reactivo altamente
inestable. La adicién de NHS estabiliza este intermediario a través de la formacion de un éster de
N-hidroxisuccinimida, el cual es mas eficiente para reaccionar con los grupos a-amino presentes
en el residuo terminal lisina de la HRP. Esto facilito la formacion del enlace amida entre los GODS
y la enzima, logrando asi una funcionalizacion estable y eficiente.

El estudio de la relacion volumétrica en la sintesis de GODs-HRP condujo a establecer la

ruta de sintesis Optima. La condiciéon 4(2,5:1) mostr6 la mayor intensidad de fluorescencia
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probablemente debido a la mayor proporcion de HRP usada, que optimizo la interaccion y
transferencia de energia. Los calculos de la actividad enzimética revelaron que la enzima, en el
sistema funcionalizado, conserva més del 90 % de su actividad enziméatica en comparacion con las
otras relaciones volumétricas estudiadas.

La caracterizacion de GODs-HRP mediante las técnicas espectroscopicas confirmaron la
funcionalizacién exitosa de los GODs. El andlisis estructural mediante DRX evidencio
modificaciones en la estructura cristalina de los GODs atribuibles a la reduccion de los grupos
funcionales oxigenados y a la incorporacion de la enzima HRP, reflejados en el espaciamiento
interlaminar y en el nimero de ldminas. Los espectros IR y Raman mostraron bandas
caracteristicas de las tensiones de grupos funcionales presentes en los GODs y HRP; asi como de
los enlaces amidas, lo cual confirmo el enlace quimico entre GODs y HRP y la conservacion de la
estructura secundaria a-hélice de la HRP. Los resultados por espectroscopia de fluorescencia en
estado estacionario y espectroscopia UV-Vis revelaron que el sistema GODs-HRP obtenido
retienen las propiedades fotoluminiscentes propias de las GODs. Este comportamiento refuerza la
estabilidad estructural y funcional del sistema GODs-HRP, indicando su eficacia como un
promisorio material para la deteccion de compuestos fenolicos.

Finalmente, los calculos computacionales llevados a cabo para este trabajo de investigacion
brindaron luces desde una perspectiva atdbmica/molecular acerca de la estabilidad estructural de la
HRP una vez ha sido funcionalizada con laminas de GODs. Estos resultados mostraron las
interacciones mas dominantes sobre la interfaz del sistema funcionalizado, destacandose la
participacién de los anillos aromaticos ubicados en la superficie del GODs y la importancia de la
presencia de grupos oxigenos; los cuales, interaccionan eficientemente con la superficie de la HRP

a través de puentes de hidrégeno.
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6. Recomendaciones

Se recomienda la validaciéon del biosensor basado en puntos de Oxido de grafeno y
funcionalizado con la HRP. Su construccion estara enfocada en la deteccion de fenoles como
contaminantes en aguas. Esto podria convertirse en un método altamente selectivo, sensible y
rapido para monitoreo ambiental.

Se sugiere una exploracién exhaustiva empleando técnicas como Microscopia de
Transmision Electronica de alta resolucion (HRTEM) que permita estudiar en detalle las
caracteristicas morfoldgicas y estructurales de los GODs funcionalizados con la HRP. Este andlisis
proporcionard informacion complementaria sobre su tamafio, forma y dispersion, asi como

posibles cambios en su estructura luego de la funcionalizacion.
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Apéndices

Apéndice A. Protocolo para las simulaciones de acoplamiento molecular del sistema GODs-HRP-
fenol.

Las simulaciones de acoplamiento molecular se llevaron a cabo con la finalidad de explorar
la conservacion del sitio activo de la proteina HRP una vez funcionalizada con la lamina GOD:s.
Para este propdsito se realizaron tres etapas: i) preparacion de las estructuras de partida del ligando
(fenol) y el receptor (HRP libre y GODs-HRP); ii) condiciones de simulacién de acoplamiento

molecular; iii) analisis de los resultados.

AL. Preparacion del ligando y el receptor

La estructura del ligando fue previamente dibujada con el programa ChemSketch
(https://www.acdlabs.com/) y exportado en formato MOL. Posteriormente, se us6 el modulo
Dock_Prep implementado en el programa UCSF Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera)
para agregar hidrégenos, optimizar su estructura y asignar cargas atomicas bajo el esquema AM1-
BCC con el subprobrama Antechamber. Posteriormente, la estructura final del ligando fue
exportada en formato MOL2.

En cuanto al receptor, se consideraron dos tipos de receptores, el primero correspondiente
a la proteina HRP libre formada por la unidad proteica y el grupo Hemo; mientras que el segundo
correspondio al sistema funcionalizado GODs-HRP. Lo anterior para explorar la conservacion del
sitio activo de la HRP luego de la funcionalizacion. En el caso de la HRP, su preparacion consistio
en tomar inicialmente la estructura nativa (PDB ID: 1HCH) preparada en la etapa de las

simulaciones MD vy llevar a cabo una optimizacion de su geometria usando el programa
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GROMACS. Posteriormente, se uso el programa UCSF Chimera para preparar tres archivos: dos
archivos en formato MOL2 (el primero contenia Unicamente d&tomos pesados y el segundo contenia
todos los atomos incluidos hidrégenos), un tercer archivo en formato DMS que fue usado
posteriormente para generar la superficie de contacto del receptor. Para el caso del segundo
receptor, correspondiente a la funcionalizacion GODs-HRP, se usaron los resultados de la etapa
de produccion MD de las configuraciones S7 y S11. Estas ultimas fueron seleccionadas debido a
que presentaron la menor energia libre de Gibbs relativa. En este sentido, las coordenadas atomicas
fueron extraidas de las simulaciones MD cada 20 ns. Seguidamente se realiz6 un célculo de
minimizacion de la energia con el programa GROMACS y los resultados finales fueron cargados

con UCSF Chimera para finalmente generar los archivos MOL2 y DMS descritos anteriormente.

A2. Condiciones de simulaciones de acoplamiento molecular

Todas las simulaciones de acoplamiento molecular fueron llevadas a cabo con el programa
DOCK V6.9 (Allen et al., 2015). Este programa fue escogido debido a que permite usar los
parametros FF amber99ff empleados en las simulaciones MD. Brevemente, previo a los calculos
de acoplamiento molecular se determind la superficie molecular del receptor usando los archivos
MDS con un radio de prueba de 1.4 A. Posteriormente, el subprograma sphgen fue usado para
generar las esferas de contacto del receptor y seguidamente se seleccionaron aquellas que
estuvieran en un radio de corte de 10 A en torno al atomo de hierro del grupo Hemo que fueron
usadas para definir el sitio activo del receptor. Una vez definido el sitio activo, se uso el
subprograma showbox para construir una caja tridimensional que rodeara las esferas seleccionadas
y usando un margen de distancia adicional de 8 A. Finalmente, el subprograma grid fue usado para

pre-calcular las energias de interaccion entre un atomo de prueba (dummy) y todos los atomos del
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receptor con un espaciamiento de 0.3 A. Para estas simulaciones, se us6 potenciales de Lennard-
Jones con exponentes atractivos-repulsivos 6-9; mientras que las interacciones de cargas fueron
modeladas con un potencial de Coulomb dependiente de la constante dieléctrica del medio del
orden ¢ = 4r; siendo r la distancia de separacidn entre pares de &tomos. una vez definida todas las
condiciones de simulacién, se realizaron los calculos de acoplamiento molecular usando la funcion

de puntuacion grid_score implementado en el programa DOCK.

A3. Analisis de los resultados de acoplamiento molecular

Posterior a las simulaciones de acoplamiento molecular, se procedié a realizar un analisis
de los resultados. Para este propoésito, se seleccionaron los resultados que exhibieran el menor
valor de la funcion de puntuacion grid_score como la mas favorable. Posteriormente, se realizé un
analisis estructural de las interacciones entre el receptor y el ligando usando los programas VMD

y Discovery Studio Visualizer.
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Apéndice B. Método comparativo para el calculo del rendimiento cuantico de GODs.

Cumarina (max: 431 nm) exc 318 nm

Integracion Area: total

R

Abs Area |

0,020 3,837250E407
0,040 7.987930E407
0,060 1,163090E4+08
0,080 1,510750E+08
0,100 1,873060E+08
Pendiente 1,845314E+09
Intercepto 3,8609550E+06

0,9995

Area - Intensidad Fluorsencia

2,0000E+08
1,B000E+02
1,6000E+08
1,4000E+08
1,2000E+08
1,0000E+08
&,0000E+07

yw=2E+0%x + 4E+06

5,0000E+07
R?=10,3929
4, 0000E+07
2,0000E+07
0,0000E+00
0,020 0,060 0,080 0,100

Absorbancia

GODs (2.5 gramos; t =20 mins; T=190 °C; max =433 nm) exc 318

Integracion Area: total

Abs Areal;
0,022 4,954680E+06
0,040 8,996160E+06
0,062 1,338980E+07
0,081 1,706830E+07
0,099 2,057560E+07

Pendiente 2,016060E+08
Intercepto 7,392647E+05
R 0,9996
QR 0,73
n(cumarina) 1,331
n (CNDs) 1,3345
Qy 8,02 %

Area - Intensidad Fluorsencia

2,5000E+07

2,0000E+07

1,5000E+07

1,0000E+07

y = 2E+08x + 739265

5,0000E+06 R?=0,9992
0,0000E+00
0,020 0,060 0,080 0,100
Absorbancia
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Apéndice C. Constantes cinéticas y actividad especifica de los sistemas funcionalizados GODs-
HRP: condicion 1, 2y 3.

Catalizador U/mg U/mg U/mg Promedio SD  %Recuperacion!
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

GODs-HRP 93,0 136,8 89,3 1064 264 57%

cond 1

GODs-HRP 67,2 71,9 65,2 68,1 3,5 36%

cond 2

GODs-HRP 61,0 71,7 65,1 65,9 54 35%

cond 3

1 9%Recuperacion con respecto al valor promedio de la actividad especifica de la HRP libre

187,4 U/mg



NANOESTRUCTURAS DE CARBONO FUNCIONALIZADAS CON HRP 150

Apéndice D. Resultados de RMSD, Re y RMSF a partir de 100 ns de simulaciones MD para la
funcionalizaciéon GODs-HRP

FiguraD.1
RMSD, Rc y RMSF para las configuraciones S1-54.
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FiguraD.2

RMSD, Re y RMSF para las configuraciones S5-S8.
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Figura D.3.
RMSD, Rc y RMSF para las configuraciones S9-12
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FiguraD.4
RMSD, Rc y RMSF para las configuraciones S13-S16
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Figura D.5
RMSD, Rc y RMSF para las configuraciones S17-S20
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Apéndice E. Perfiles de distribucién de frecuencias de puentes de hidrdgeno entre el GODs y la
enzima HRP.

FiguraE.1
Perfiles de distribucion de frecuencia de puentes de hidrégeno de la interfaz GODs-HRP a partir
de simulaciones MD
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