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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DE LA INTENSIFICACION DE LAS SENALES DE DISPERSION RAMAN DE
PEPTIDOS SOBRE SUPERFICIES NANOESTRUCTURADAS

AUTORA: Johanna Alexandra Gbmez Santos**
PALABRAS CLAVES: Raman, SERS, péptidos, superficies nanoestructuradas

DESCRIPCION:

Este trabajo de investigacién involucra el estudio de la estructura de aminoacidos y péptidos desde
la perspectiva de la fisicoquimica, empleando la espectroscopia Raman y nanoparticulas metalicas
con el objetivo de entender los mecanismos que gobiernan la intensificacion de las sefiales Raman
por efectos superficiales en sustratos nanoestructurados y su interaccién con estas moléculas
biolégicas.

Los péptidos estudiados (somatostatina, analogo lineal, octreotide y vapreotide) mostraron afinidad
tanto por las nanoparticulas de plata como las de oro; en el primer caso, se evidencié una
interaccion de tipo electrostatica donde la adsorcion preferencial se da a través del par iénico Ag'-
CI en la nanoparticula y las cargas positivas sobre el péptido; mientras que en oro, la interaccion
se dio mediante el residuo triptéfano con formacion de un complejo de transferencia de carga entre
el atomo de N del grupo indol y la superficie de oro.

Asi mismo, se realizé una deteccion cuantitativa de los péptidos por SERS mediante la
construccion y andlisis de las isotermas de adsorcion de estos compuestos sobre las
nanoparticulas; como resultado, se evidencié que la adsorcién sobre plata sigue un modelo tipo
Langmuir, mientras que sobre oro se presenta un modelo tipo BET. Finalmente, se encontraron los
limites de deteccién a partir de la regién lineal de la curva de adsorcion en la region de bajas
concentraciones, obteniéndose limites del orden de unos cuanto ng/mL, comparables con los de
otras técnicas usadas para el mismo fin, pero con la ventaja de la posibilidad de hacer un andlisis
directo, sin mayor pretratamiento de la muestra, con gran especificidad y tiempos cortos de
analisis. Asi, se logré desarrollar un método analitico de ultraaltasensibilidad para el estudio de
péptidos que podria resultar de gran utilidad para el desarrollo posterior de aplicaciones analiticas,
especialmente en el area de los sensores bioldgicos.

*Tesis doctoral
**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Mejia Ospino E.
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ABSTRACT

TITLE: SURFACE ENHANCED RAMAN SCATTERING STuDY OF PEPTIDES ON
NANOSTRUCTURED SURFACES

AUTHOR: Johanna Alexandra Gémez Santos**

KEY WORDS: Raman, SERS, peptides, nanostructured surfaces

CONTENT:

This research involves the chemical structure study of aminoacids and peptides from the
perspective of physical chemistry, using Raman Spectroscopy and metal nanoparticles in order to
understand the mechanisms that govern the Raman signals enhancement by surface effects in
nanostructured substrates and its interaction with biological molecules.

Peptides (somatostatin, open analogue, octreotide and vapreotide) showed affinity for silver and
gold nanoparticles; in the first case, this interaction should be preferably of electrostatic character,
where the preferential adsorption is through an ionic pair Ag + - Cl- in the nanoparticle and the
positive charges on the peptide; while in gold, results suggest that Tryptophan residue is involved in
a direct interaction via charge transfer complex with gold nanopatrticles.

Quantitative detection of peptides through SERS was performed by building and analysis of
adsorption isotherms of these compounds over gold silver nanoparticles; as a result was evidenced
that the adsorption on silver follows a Langmuir model, while on gold a BET model is presented.
Finally, detection limits were found from the linear region of the adsorption curve in the region of low
concentrations; the findings show limits in the order of a few ng/mL; these were comparable to other
techniques used for the same purpose, but with the advantage of accomplish direct analysis,
without further pretreatment of the sample, with high specificity and shorter analysis times. Thus, it
was possible to develop a ultra-high sensitivity analytical method for peptides which could be useful
for further development of analytical applications, especially in the area of biological sensors.

*Thesis, Research work
**Faculty of Science, School of chemistry. Director: Enrique Mejia Ospino PhD.
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INTRODUCCION

Las biomoléculas interactian entre si y se asocian para formar aparatos moleculares que
desempefian una variedad de funciones en los seres vivos. Estas funciones estan
relacionadas con la estructura e interacciones que puedan existir entre ellas y su entorno;
de aqui la necesidad de conocer tanto la estructura como los procesos y transformaciones
gue tengan lugar como consecuencia de la interaccion. Lamentablemente, los métodos de
analisis convencionales se dificultan y consumen mucho tiempo debido a los bajos niveles
de concentracion de las especies de interés caracteristicas de los biosistemas
(generalmente por debajo de 10™* mol/cm®); por esta razon, se requiere de métodos mas

eficientes al menos en estos dos aspectos.

Esto ha impulsado el desarrollo de nuevos y mejorados métodos de deteccion y analisis
gue permitan el estudio de las propiedades estructurales y dinamicas de las biomoléculas.
En este aspecto la Espectroscopia Raman debido a los avances tecnolégicos de las
ultimas décadas, ofrece herramientas importantes para el estudio de biomoléculas. La
dispersion inelastica de la luz (Raman) es una técnica empleada para el estudio e
identificacion de moléculas a través de su espectro vibracional; esta técnica ha recibido
una gran atencion debido a su alta especificidad, a su caracter no destructivo, al acceso a
tecnologias ya bien establecidas de laseres y Optica en el visible y por su resoluciéon
espacial. A pesar de estas evidentes ventajas, ésta técnica en condiciones normales esta
limitada a sistemas en los que factores como las bajas concentraciones y la presencia de

fluorescencia que dificultan los andlisis no interfieran.

Actualmente existen estrategias alternativas para resolver estos inconvenientes; una
estrategia que se destaca y permite la solucién de los dos problemas simultaneamente, es
la Espectroscopia Raman intensificada por Efecto Superficial, SERS por sus siglas en
inglés (Surface Enhanced Raman Spectroscopy). SERS, es una técnica basada en la
amplificacién de los espectros vibracionales de moléculas situadas sobre superficies
metdlicas nanoestructuradas. Esta técnica combina las numerosas ventajas de la
espectroscopia Raman con las excitantes propiedades de las nanoparticulas metalicas,
dando como resultado la amplificacion de las sefiales hasta en catorce 6rdenes de
magnitud; lo que le confiere a SERS habilidad para detectar analitos a concentraciones
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extremadamente bajas. Los estudios han demostrado que SERS a diferencia de otros
métodos de espectroscopia Optica, exhibe numerosas ventajas que incluyen alta

sensibilidad y especificidad y un significativo apagamiento de la fluorescencia.

Estas ventajas, han permitido su uso en el estudio de las caracteristicas funcionales y
estructurales de diferentes tipos de moléculas de importancia biologica: aminoécidos,
proteinas, péptidos, &acidos nucleicos, entre otros; y al mismo tiempo, el uso de
biomoléculas como objeto de estudio ha hecho posible esclarecer algunas caracteristicas
del mecanismo del SERS muy importantes para la aplicacion del método, como son el
papel de la quimisorcion, la naturaleza de los grupos de atomos cuyas vibraciones
exhiben las mayores intensificaciones, la naturaleza de la intensificacion en los diferentes

sistemas, etc.

En el caso especifico de la biomoléculas, se han obtenido espectros SERS en cantidades
trazas (en algunos casos concentracion tan bajas como 10® M) que corresponde a varios
ordenes de magnitud por debajo que las técnicas tradicionales. Es decir, este método
hace posible reducir los limites de deteccion de los espectros Raman y estudiar una gran
variedad de biomoléculas. Esta ventaja es fundamental, ya que muchos compuestos de
importancia biologica estan disponibles solo en cantidades limitadas; adicionalmente, es
comun que estos biocompuestos no puedan disolverse a altas concentraciones, asi como
también se ha observado que en concentraciones significativamente superiores a los
valores fisioldgicos se observa agregacién, conduciendo a un cambio en su estructura y

por tanto a resultados analiticos que no reflejan las condiciones reales.

Por otro lado, en los Ultimos afios ha aumentado el interés de los investigadores por
estudiar las interacciones de las biomoléculas con nanoparticulas, ya que estas
interacciones juegan un papel muy importante en el desarrollo de aplicaciones en el area
de la bioguimica y la biomédica, especialmente en el desarrollo de biosensores. Los
nanomateriales han recibido gran atencion gracias a su alta sensibilidad en la deteccion
guimica y bioldgica; esto ha abierto la posibilidad de su uso en diagnéstico y tratamiento
de enfermedades en etapas tempranas, debido a la deteccién de la presencia de ciertos
agentes bioldgicos, relacionados con las enfermedades.
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Los principales enfoques en la investigacion de biomoléculas con SERS estan
relacionados con la sintesis de una gran variedad de nanomateriales, el conocimiento de
las condiciones Optimas para favorecer la interaccibn de sistemas biomolecula-
nanoparticula y a mejorar la reproducibilidad e interpretacién de los espectros SERS de
las biomoléculas bajo estudio, entre muchos otros. Todo esto constituye un reto para la
investigacion interdisciplinaria, ya que esto requiere de la elaboracién de nanomateriales,
la solucién de problemas de quimica de superficie, la estabilizacién de los coloides, la
implementacion de procedimientos de funcionalizacién, la optimizacién de la quimica de
bioconjugacién y ciertamente el ensayo en distintas aplicaciones biotecnolégicas. Asi, es
evidente que el continuo desarrollo de la técnica SERS para el estudio de moléculas

biologicas parece ser muy promisorio.

Este trabajo de investigacion involucra el estudio de la estructura de diversas
biomoléculas, desde la perspectiva de la fisicoquimica, empleando la espectroscopia
Raman y nanoparticulas metalicas con el objetivo de entender los mecanismos que
gobiernan la intensificacion de las sefiales Raman por efectos superficiales en sustratos
nanoestructurados y su interaccién con moléculas bioldgicas; con ello se logré desarrollar
un método analitico de ultra alta sensibilidad para el estudio de péptidos que podria
resultar de gran utilidad para el desarrollo posterior de aplicaciones analiticas,
especialmente en el area de los sensores bioldgicos y adicionalmente se logré entender
como ocurre el proceso de interaccion entre la biomolécula y el sustrato (nanoparticulas
de plata y oro) para que se dé el efecto de intensificacion Raman en este tipo de

sistemas.

La variedad de conceptos empleados, entre la quimica, biologia y fisica, requiere de una
descripcion general de los fundamentos de cada aspecto. Asi, en primer lugar se
abordaran temas tales como la espectroscopia vibracional Raman, espectroscopia SERS,
nanoparticulas metalicas y biomoléculas.

1.1. ESPECTROSCOPIA RAMAN

La espectroscopia es el estudio de la interaccion entre la radiacion electromagnética y la

materia. Cuando un haz de luz incide sobre un material la radiacion puede ser reflejada,
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transmitida, absorbida, emitida o dispersada. Todos estos procesos permiten el estudio de
la materia mediante una técnica espectroscopica apropiada. Esto se debe a que las
propiedades Opticas de la materia vienen dadas por su estructura quimica: posicion
relativa de los atomos, tipo de enlace y estructura electronica. Por tanto, el estudio de las
modificaciones de la luz tras su interacciébn con una molécula proporciona informacion

sobre la estructura de la molécula en cuestion.

La espectroscopia Raman es una técnica fotonica de alta resolucion que proporciona en
pocos segundos informacion quimica y estructural de compuestos organicos e inorganicos
permitiendo asi su identificacion. Es una técnica que puede realizarse directamente sobre
el material a analizar sin necesidad de preparacién especial y sin alteracién de la
superficie sobre la que se realiza el analisis, es decir, es no destructiva; ademas, los
desplazamientos Raman son independientes de la longitud de onda de excitacién, las
medidas se hacen en la region visible donde los detectores son mucho mas sensibles y es
posible el uso de fibras Opticas para hacer analisis a largas distancias; por otro lado, a
diferencia de la espectroscopia Infrarroja (IR) técnica que proporciona informacién similar,
pueden usarse materiales Opticos de vidrio o cuarzo, lo que evita el inconveniente de
trabajar con materiales fuertemente afectados por las condiciones ambientales, los
espectros son menos afectados por el agua, son mas claros por que las sefiales Raman
son mas estrechas y es posible la observacibn de modos vibracionales de baja

frecuencia.

El efecto Raman surge a partir de la interaccion de la luz incidente con las moléculas
iluminadas; en este caso cuando los fotones de un haz de radiacion interactian con la
materia, las nubes electrénicas de las moléculas son perturbadas periédicamente con la
misma frecuencia de la radiacion incidente; esta perturbacion de la nube electrénica, da
lugar a una separacion periddica de la carga dentro de la molécula o dipolo inducido que
puede posteriormente radiar energia, en un proceso conocido como dispersion de la
radiacion. La mayor parte de la radiacion dispersada tiene la misma frecuencia que la
radiacion incidente (dispersion elastica o Rayleigh); pero una pequefia fraccion es
dispersada a frecuencias diferentes (dispersion inelastica o Raman), distinguiéndose dos
casos: fotones con frecuencia menor que la incidente, lo que genera una linea Raman

Stokes y fotones con frecuencia mayor, que generan lineas Raman antiStokes (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de Jablonski de los procesos de dispersion
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La diferencia de energia entre el foton incidente y el fotdn dispersado coincide con las
diferencias de energia de los estados vibracionales o rotacionales de la molécula y
aunque no todos los modos vibracionales del sistema molecular conducen a una fuerte
dispersion Raman y solo aquellos en los cuales hay cambio en la polarizabilidad de la
molécula son activos, el espectro Raman proporciona una huella Unica que permite la
identificacion de las especies analizadas y de como el entorno afecta su estructura. Esto
ha permitido su uso en diferentes campos que incluyen: quimica analitica, biociencias,

fisica del estado sélido, arte y arqueologia, estudios farmacéuticos, ciencias forenses, etc.

Las principales desventajas de esta técnica y que han limitado su expansion y uso, son la
debilidad del efecto, ya que tan solo 1 de cada 10° fotones incidentes es dispersado, y la
eventual presencia de emision de fluorescencia que puede llegar a solapar u ocultar las
sefiales Raman al punto que no son observables en condiciones experimentales
ordinarias. Estas desventajas pueden superarse cuando las moléculas se ubican cerca o
sobre una superficie metélica especialmente preparada, ya que esta apaga parcialmente
la emision fluorescente e intensifica las sefiales Raman; este método, es conocido como
dispersibn Raman intensificada por efecto superficial (SERS), por sus siglas en inglés

Surface Enhanced Raman Spectroscopy.
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1.2. ESPECTROSCOPIA RAMAN INTENSIFICADA POR EFECTO SUPERFICIAL
(SERS)

SERS fue descubierto por Fleischman (Fleischman y col., 1974) y colaboradores en 1974
cuando intentaban registrar el espectro Raman de piridina sobre un electrodo rugoso de
plata; ellos encontraron que el espectro Raman era inusualmente intenso y atribuyeron
esta intensificacion a un incremento en el &rea superficial del electrodo producto del
tratamiento de oxidacion-reduccion por el cual fueron obtenidos; y que por tanto, habria
un mayor numero de moléculas que interactuarian con la radiacién incidente. Dos afios
después, dos grupos de investigacion de manera independiente, Jeanmaire y Van Duyne
(Jeanmaire y col., 1977) por un lado y Albretch y Creighton (Albrecht y Creighton, 1977)
por el otro, demostraron que la intensificacion obtenida a partir de un aumento en el area
superficial no daba cuenta por la enorme intensificacibn observada en estos
experimentos, de manera que este no podia ser el Unico efecto presente y que estaba
actuando un fendmeno nuevo y desconocido que dio lugar al nacimiento de la
espectroscopia SERS (Aroca, 2006). A partir de ese momento numerosos grupos de
investigacion han dedicado una cantidad significativa de tiempo y esfuerzo para explicar el
fendmeno y desarrollar aplicaciones relacionadas con el mismo en diversos campos,
incluyendo electroquimica, quimica analitica, fisicoquimica, fisica del estado sdélido,

biofisica, bioguimica, biociencias y medicina, entre muchas otras.

A pesar de que en sus inicios la actividad de investigacion fue intensa, la emocién del
descubrimiento disminuyd en la siguiente década, con una mas latente pero todavia
persistente actividad en este campo; sin embargo, en los Ultimos afios el interés se ha
reavivado, debido principalmente a las constantes mejoras en la instrumentacién Raman y
a la disponibilidad de ésta a una comunidad cientifica mucha mas amplia de diferentes
disciplinas (quimica, fisica, biologia, ingenieria, etc), al desarrollo de la nanociencia y la
nanotecnologia, que ha abierto nuevas posibilidades en cuando a disefio y fabricacion de
sustratos activos SERS y a los experimentos que muestran que SERS es capaz de llegar

al limite de deteccion de una sola molécula (Le Ru y Etchegoin, 2009).

Toda la informacion obtenida tras afios de investigacion, ha permitido a los investigadores

identificar las caracteristicas mas importantes del efecto y plantear teorias para explicar
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los resultados experimentales. La primera y mas importante es la enorme intensificacion
de la dispersion Raman proveniente de determinadas moléculas cuando se hallan en
presencia de una superficie nanoestructurada especialmente preparada (Guerrini, 2008).
Otra caracteristica del efecto SERS es su dependencia de la naturaleza del metal
empleado (morfologia superficial y propiedades Opticas), de la naturaleza de la molécula a
estudiar y de un namero considerable de variables experimentales, dentro de las que se
incluyen la longitud de onda de excitacion, angulo de incidencia de la radiacion,
concentracion, potencial del electrodo, entre otras. Asi mismo, se ha observado que la
intensificacién es selectiva, es decir, que no es uniforme en todas las lineas del espectro,
sino que ciertas bandas son mas intensificadas que otras; e incluso, las intensidades
relativas con respecto al espectro Raman normal pueden llegar a ser muy diferentes. De
igual forma, es caracteristico de un espectro SERS la desaparicion de sefiales Raman
tras la adsorcion sobre la superficie metélica, la aparicién de nuevos modos vibracionales
que no eran visibles en el espectro Raman normal y los desplazamientos y/o
ensanchamientos de la sefiales Raman; caracteristicas que se han atribuido a que la

molécula puede cambiar su “identidad” al adsorberse formando un complejo superficial.

Basados en estos resultados, se han publicado los fundamentos de distintos mecanismos
de diferente naturaleza, que durante todos estos afios han sido usados para dar cuenta
de la intensificacién observada y de la marcada dependencia de los resultados con las
variables experimentales; sin embargo, aln no se dispone de una teoria unificada capaz
de explicar adecuadamente los resultados observados y hoy en dia se acepta que hay
dos principales contribuciones: el mecanismo de intensificacion electromagnético (EM) y
el mecanismo quimico o de transferencia de carga (CT) y que ambos contribuyen al
efecto aunque la contribucion de cada uno depende de la naturaleza de la molécula a

estudiar (Garcia-Ramos, 2004).

1.2.1. Mecanismo electromagnético (EM)

El mecanismo electromagnético es considerado el mayor responsable de la intensificacion
SERS y se basa en la generacion de plasmones superficiales que dan lugar a una fuerte
amplificacion del campo electromagnético incidente en las nanoestructuras de la

superficie.
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Un modelo electromagnético (EM) simplificado considera la intensificacion de la sefial
Raman cuando una radiacion de frecuencia w, incide sobre una particula esférica o
esferoidal aislada. Es lo que se conoce como modelo de la esfera metalica y constituye la

aproximacion mas simple al estudio teérico de estos sistemas (Figura 2).

Figura 2. Proceso de dispersion Raman en ausencia (A) y en presencia de particulas

metalicas esferoidales (B).
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En este modelo, el sustrato SERS es una pequefia esfera metalica (Figura 3) con una

constante dieléctrica compleja:

Ew) =& T & D)}

Donde w es la frecuencia y €, y € son la parte real e imaginaria de la constante dieléctrica

del metal. La constante dieléctrica del medio es €,. El diametro de la esfera es 2R y se
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asume que este didmetro es mucho mas pequefio que la longitud de onda de la luz. La
molécula activa Raman se coloca a una distancia r de la nanoparticula metalica y se
irradia con radiacion electromagnética, E;. Basicamente, la enorme intensificacion que
experimenta la radiacion Raman se debe a dos procesos fundamentales; por una parte,
se produce un considerable aumento de la intensidad del campo electromagnético
incidente total que llega a la molécula, situada en posicion r; ya que este campo esta
compuesto, no solamente de la radiacion que incide directamente en la molécula, Ei(r,wo),
sino también del campo que, a la misma frecuencia, es dispersado por el propio metal,
Esp(r, wo) (Figura 2B). Por tanto, el campo eléctrico total Ey de frecuencia w, que incide
sobre la molécula en r seréa:
Ey(r,wo) = Ei(r, wg) + Egp (1, wo) (2)

Esp = R3—CF L (3)

e+2¢gq i (R+1)3

Figura 3. Diagrama esquematico para entender el concepto de intensificacion

electromagnética
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El campo dispersado por la particula metalica resulta ser muchisimo mas grande cuando
la frecuencia w, se hace coincidir con la frecuencia de resonancia de los plasmones
superficiales del metal. Cuando esta condicion se cumple, se puede hacer la
aproximacion:

Ey(r,wo) = Esp(r,wo) = gE;(r, o) (4)

Donde g es la amplificacién del campo EM por parte de la NP metdlica. Asi, teniendo en

cuenta que la descripcién dipolar indica que el campo del dipolo disminuye al aumentar la
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distancia d, segun el término (1/d)°, este factor se puede escribir para el caso de la esfera

comao:

_ Em(rwe) e—& R®

g= (%)

Ei(r,wg)  €+2gy (R+1)3

Esta ultima ecuacion muestra que el factor de intensificacién es grande y hay una fuerte
amplificacién del campo eléctrico cuando la parte real de la constante dieléctrica tenga un
valor cercano a -2 y la parte imaginaria de la constante dieléctrica alcance un valor
cercano a cero. Estas son precisamente las condiciones para la excitacion resonante de
los plasmones superficiales. Esta condicion de resonancia explica el papel tan importante
que desempefian los metales, tales como Ag, Au y Cu ya que estos metales cumplen la
condicibn de resonancia expuesta anteriormente, generandose intensos campos
electromagnéticos en su superficie; asi mismo, debido a su permitividad, los plasmones
superficiales de estos metales se excitan irradiandolos en el visible, lo que resulta muy
conveniente ya que existe un gran nimero de laseres en esta regién que son utilizados

comunmente como fuentes de excitacion Raman.

Ahora bien, este campo incidente induce en la molécula un momento dipolar p (r,wo) que,
modulado por las vibraciones moleculares, emitira radiacion Raman de frecuencia wg. El

momento dipolar puede ser expresado en funcion de la polarizabilidad de la molécula (ag):

p(r,wp) = agEy(r, wy) (6)

La radiacion Raman dispersada por la molécula tendr4 asi un campo eléctrico de

intensidad Er proporcional a arEsp.

Por otra parte, el campo eléctrico asociado con la radiacion Raman, de frecuencia wg,
sufre también una amplificacién similar a la del campo incidente. EI campo eléctrico total
dispersado, de frecuencia wg, que se observa en la posicion r* (detector), es una
composicion del dispersado directamente por la molécula, E4(r,wg), y €l campo dispersado
por la particula metdlica cuando son excitados los plasmones superficiales con una

frecuencia wg, Epm(r,wg). Por lo tanto, el campo eléctrico total dispersado, Er(r, wg), sera:
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Er(r’,wg) = Eq(r", wg) + Epy (r’, wg) (7)
En condiciones de resonancia plasménica, la amplitud total del campo dispersado sera:
Er(r’,wg) = Epy(r’, wg) ¢ g Eq(r’, wg) x g agrEsp x gg agk; (8)

Donde g' es el factor de intensificacion del campo EM a la frecuencia Raman (wg). A partir
del campo Er (r',wgr) se puede calcular la intensidad del campo eléctrico dispersado

inelasticamente, Isgrs €n el punto r” ya que es proporcional al cuadrado del modulo de Eg:
|12 2
| sers z|gg | |aR| Iy (9)

De donde |y es la intensidad del campo incidente.

Para bandas de bajo numero de onda, es decir cuando la diferencia entre wgr y wq €s
minima, g ~ g’ vy la intensidad SERS serd amplificada con un factor proporcional a la

cuarta potencia de la amplificaciéon del campo cercano local incidente, |g*|.

Conociéndose el valor de la intensidad SERS y el valor de la intensidad del campo

eléctrico en ausencia del metal, Iraman S€ puede definir un factor de intensificacion G:

2
2 Jog

Cro

G = lsers —

I RAMAN

(10)

Donde ar y arg €s la polarizabilidad con y en ausencia del metal (Guerrini, 2008).

Teniendo en cuenta estos efectos de intensificacion, el factor de intensificacion total

puede escribirse como:

Emo—fo ER—&p

G =lgllg >~ =) W

R+T

gwot2e0| lert2gg

Esta ecuaciébn muestra que en este mecanismo no se requiere que la molécula este en

contacto directo con el metal; pero, si es en gran medida dependiente de esta distancia y

decrece con (1/r)'?, para el caso de la esfera. Esta dependencia de la distancia ha sido
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estudiada empleando capas separadoras inertes posicionadas entre la superficie metalica
y la molécula. Los resultados experimentales indican que, para islotes de plata, la
intensificacion resulta detectable para distancias menores de ~100 A (Kovacs y col., 1986;
Murray y Allara, 1982).

Este enorme gradiente del campo electromagnético existente sobre la superficie metalica,
hace que los modos vibracionales relacionados con los grupos moleculares del analito
gue se encuentran mas cercanos a la superficie den lugar a una mayor intensidad SERS
con respecto a los grupos mas alejados. Este efecto de la proximidad puede ser utilizado
para conocer el mecanismo mediante el cual se produce la interaccion entre el adsorbato
y el metal, en particular en el caso de macromoléculas donde las grandes diferencias en
las distancias existentes entre las distintas partes de la molécula, provocan una mayor

diferenciacion en las intensidades (Leyton y col., 2005; Leyton y col., 2005).

Asi, el efecto SERS posee unas reglas de seleccion distintas a las que se dan en la
espectroscopia Raman convencional y pueden ser explicadas dentro del marco del
modelo EM. Estas reglas operan sobre los modos vibracionales permitidos en Raman, de
manera que establecen una distincion entre unos modos mas activos, los cuales
apareceran con una mayor intensidad en el espectro SERS, y otros menos activos y
menos intensos. En el exterior de la particula metalica responsable del efecto SERS, las
intensidades del campo polarizado paralelamente (Et) y perpendicularmente (En) a la
superficie metalica, no poseen el mismo valor relativo. La relacién que guardan ambas
magnitudes depende de la longitud de onda de excitacion; las aproximaciones teéricas
indican que a una longitud de onda cercana a la de excitacion de los plasmones
superficiales del metal la intensidad del campo polarizado perpendicularmente es
aproximadamente cuatro veces la intensidad del campo polarizado paralelamente. Esta
caracteristica constituye una herramienta de gran utilidad en la determinacion de la
orientacion de la molécula sobre la superficie, ya que los modos vibracionales
perpendiculares a la superficie se ven mas intensificados que los modos orientados en

direccion paralela.

El mecanismo de intensificacién electromagnético también reconoce que la forma de las

nanoparticulas influye en la intensificacion. Esto se manifiesta mediante dos fenémenos
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concomitantes; por un lado, hay un desplazamiento de la banda de resonancia
plasmonica, la cual es, en Ultima instancia, la responsable por la intensificacion EM SERS;
y en segundo lugar, si la forma de la hanoparticula no es esférica, la intensificacion SERS
ya no es uniforme en la superficie. Respecto a este factor, en los Ultimos afios se han
desarrollado numerosos estudios teoricos, acerca de la intensificacion generada por
nanoparticulas con diversas morfologias (esfera, varillas, prismas, cubos, etc.). En
muchos casos se han llevado a cabo también estudios experimentales con dichos
sistemas(Cafiamares y col., 2008; Sisco y Murphy, 2009; McLellan y col., 2006; Chen y
col.,, 2007; Costa y col., 2009; Kim y col.,, 2009). Asi, se ha probado que las
nanoparticulas irregulares como nanoestrellas, nanotriangulos, nanoflores, nanocubos,
nanobipiramides etc. muestran que hay una mayor intensificaciéon en los vértices y en los
valles de su superficie comparado con las esferas, ya que en ellas se acumula una mayor
densidad de campo eléctrico (Giannini y col., 2010; Kumar y col., 2008; Hao y col, 2007;
McLellan y col., 2007; Perassi y col., 2010).

Asi mismo, con estos estudios se ha demostrado que las mayores intensificaciones SERS
no se obtienen por medio de nanoparticulas esféricas aisladas, sino por agregados de
nanoparticulas y estructuras fractales. Los resultados muestran que la intensidad SERS
aumenta hasta su maximo cuando dos nanopatrticulas se acercan lo suficientemente; esto
es, una distancia menor de 2-3 nm. De hecho, si el analito se ubica precisamente en la
region intersticial entre las nanoparticulas que constituyen el dimero, la intensificacion de
su sefial SERS puede llegar a valores de hasta 10" suficientes para la deteccion de una
molécula aislada (Xu y col., 1999; Etchegoin y col., 2006). A estas regiones donde se
localizan las mayores intensificaciones SERS se les conoce como puntos calientes (hot

spots).

De este planteamiento se puede observar que la mayor contribucion al efecto SERS
proviene de la dispersion por parte de la nanoparticula, mas que por parte de la molécula,
cuyo espectro Raman se observa de igual forma en el espectro SERS de la radiacion

dispersada por el metal.

El mecanismo EM, a pesar de su sencillez, da cuenta por la mayor parte del fenémeno,

explicando algunas de las caracteristicas mas importantes de SERS, tales como la
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necesidad de un material nanoestructurado que actie como sistema activo SERS, la
dependencia de la resonancia plasménica con las propiedades 6pticas del metal, de la
forma y del tamafio de la nanoestructura, el efecto de corto alcance de la intensificacion,
la existencia de altas intensificaciones cuando las nanoparticulas son agregadas y el
hecho de que al afiadir mas adsorbato, no se produzca un aumento proporcional de la
intensidad SERS (Guerrini, 2008; Garcia-Ramos, 2004).

Sin embargo, este modelo no puede explicar todas las caracteristicas del fenébmeno, y en
especial la dependencia de la intensificacién con la naturaleza de la molécula; ya que en
este mecanismo la superficie metalica es quien desempefia el papel fundamental, de
forma tal que la intensificacion para dos moléculas diferentes deberia ser en principio la

misma, y se ha observado experimentalmente que esto no ocurre.

1.2.2. Mecanismo Quimico o de transferencia de carga (TC)

El mecanismo EM predice un factor de intensificacion del orden de 10° que coincide
bastante bien con los factores encontrados experimentalmente; sin embargo, en el caso
de ciertas moléculas es posible una segunda contribucion, que se estima alrededor de
10 — 10° veces la sefial Raman, atribuida al mecanismo de transferencia de carga TC o
mecanismo quimico. A diferencia del mecanismo EM que predice que la intensificacion
puede llegar a actuar incluso en moléculas situadas a distancias significativas de la
superficie, el mecanismo de TC se limita a aquellas que se encuentran adsorbidas
directamente sobre el metal. Asi, este es un fendmeno limitado a las especies situadas en

la primera capa de adsorcion, con formacién de un enlace quimico con el metal.

Cuando se produce una adsorcién directa de la molécula sobre el metal, la nube
electrénica del analito puede distorsionarse; cuando la interaccion es débil (fisisorcion), la
modificacion de la polarizabilidad es pequefia y en este caso el espectro SERS es de
esperarse que sea muy similar al espectro Raman Normal (RN), aunque no asi las
intensidades relativas de las bandas ya que la orientacion de la molécula y la distancia al
metal son factores determinantes en la intensificacion, como se ha indicado en la seccion

anterior. Ahora bien, cuando la interaccion es fuerte (quimisorcion), la alteracién de la
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nube electrénica es considerable y se supone la formacion de un nuevo complejo

superficial, con simetria diferente y nuevos estados electrénicos.

La quimisorcién afecta a la primera capa de adsorcién. Para moléculas que interaccionan
con el metal pueden tener lugar transiciones electrénicas por transferencia de carga (CT),
susceptibles de ser excitadas por una radiacion externa. Este mecanismo se basa
entonces, en la formacion de un enlace metal-molécula similar al que se tiene en
complejos metdlicos, posibilitando la existencia de transferencia electrénica entre el metal
y los orbitales moleculares HOMO (Orbital molecular ocupado de mayor energia, de sus
siglas en inglés Highest Occupied Molecular Orbital)y LUMO (Orbital molecular no
ocupado de mas baja energia, de sus siglas en inglés Lowest Unoccupied Molecular
Orbital) del complejo con la superficie (Otto y col, 1992; Lopez-Tocédn y col., 2001). La
radiacion de excitacion empleada para obtener el efecto Raman puede excitar un electrén
del nivel de Fermi del metal al nivel LUMO de la molécula o bien del HOMO de la
molécula al metal en un proceso que implica la transferencia electrénica entre ambos

sistemas con la formacién de un par electron-hueco (Figura 4).

Cuando se produce la relajacion hacia el nivel electrénico fundamental, el electrén puede
alcanzar un nivel vibracional diferente al fundamental, por lo que la radiacién se emite a
una frecuencia distinta cuya diferencia respecto a la radiacién incidente coincide con la
frecuencia de la vibracion del nivel de llegada (Wu y col., 2008). Este mecanismo supone
entonces, que el aumento en la seflal Raman es debido a un fenémeno parecido a la
Resonancia Raman pero determinado por la resonancia con los estados electronicos
originados en el proceso de adsorcion de la molécula sobre irregularidades metalicas de

escala atémica, del orden de Angstroms (Figura 5).

De esta manera la intensificacion de la sefal por adsorcion directa sobre la superficie
proporciona el maximo factor de intensificacion SERS, dando origen al “efecto de la
primera capa” (Otto y col, 1992); en donde el fenébmeno se limita a especies situadas en la
primera capa de adsorcién, que involucra las moléculas en contacto directo con la
superficie metalica. Bajo estas condiciones la intensificacion SERS global se debe tanto al

mecanismo EM como al de TC entre el metal y el adsorbato y viceversa.
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Figura 4. Esquema del mecanismo de transferencia de carga entre el metal y el

adsorbato.
A
LUMO
Nivel de Fermi
HOMO
METAL ADSORBATO

Con este mecanismo es claro que existe una fuerte dependencia del efecto SERS con la
naturaleza del analito empleado y del metal, ya que no todas las moléculas de analito
presentan la misma afinidad quimica por el metal; y en cuanto al metal, también la
morfologia de la superficie metélica influye notablemente, ya que este mecanismo tiene
lugar en su mayoria en puntos de la superficie en los que existen rugosidades a escala
atomica, ya que en estos sitios es donde existe mas probabilidad de transferencia de
carga, por lo que se supone que la fraccién de moléculas adsorbidas que contribuyen a la
intensificacion SERS mediante transferencia de carga es relativamente pequefia (Arenas
y col., 2007). Asi mismo, este mecanismo también explica tanto los desplazamientos en
frecuencia de las bandas SERS observados, los cuales se deben a la modificacion de la
estructura de la molécula al producirse la interaccion analito-metal, como la aparicion de
una nueva banda de vibracion en la region de las bajas frecuencias, atribuida a la

vibracion de estiramiento analito-metal.

Aunque se han obtenido progresos considerables en la comprension de los aspectos del
mecanismo de intensificacion, alin no existe un modelo que explique en su totalidad todas
las observaciones experimentales. Aun asi, en el campo de las ciencias aplicadas, SERS

se ha posicionado como una herramienta Util en diferentes areas. El potencial de esta
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técnica es evidente, ya que se puede obtener informacién estructural de manera
cualitativa, resuelve preguntas acerca de la isomerizacion, orientacion o grado de
agregacion; ademas, es de especial importancia para la quimica de superficies en la
comprension de las interacciones de moléculas adsorbidas en superficies metalicas; es de
interés relevante, en procesos fotocataliticos, se ha aplicado exitosamente en
electrocatalisis y corrosion de diversos substratos basados en metales de transicién. Por
otro lado, esta técnica tiene grandes ventajas desde una perspectiva analitica: es no
destructiva, altamente selectiva y muy sensible, lo que la convierte también en una
herramienta muy potente para el analisis de compuestos en disoluciones a muy baja
concentracion; asi mismo, se ha destacado en el andlisis de trazas en matrices complejas
gue son encontradas en el medio ambiente, aplicaciones biomédicas, sensores

bioldgicos, etc.

Figura 5. Estados implicados en el mecanismo Raman, Resonancia Raman y SERS en
resonancia con estados de transferencia de carga del complejo superficial M-A.
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La versatilidad de esta técnica es acentuada por la variedad de métodos usando
diferentes tipos de substratos (electrodos, peliculas depositadas al vacio, peliculas isla,

coloides, etc) los cuales satisfacen los requerimientos de aplicaciones particulares.
1.2.3. Interpretacion de los espectros SERS
Aun cuando pueden existir diferencias apreciables entre los espectros SERS y los

espectros Raman convencionales, la asignacion de los primeros se realiza, basicamente,

por comparacion con los segundos; para esto, se puede utilizar el espectro Raman del
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sélido, de la solucién en un solvente apropiado, el calculado tedricamente, asi como los

espectros IR.

La adsorcion del analito sobre el metal puede ocasionar cambios significativos en el perfil
de los espectros SERS si se compara con el espectro Raman normal; en ocasiones, los
cambios detectados son tan marcados que resulta muy dificil establecer una correlacion
entre ambos espectros; esto es debido a que el espectro SERS depende de una gran
cantidad de factores que en muchos casos no pueden ser completamente controlados. A
pesar de esto, la experiencia acumulada en las uUltimas décadas y la aplicacion de los
modelos tedricos de intensificacion EM y TC, permiten abordar el disefio del experimento
y la interpretacion del espectro SERS adquirido. Los principales cambios que se observan

en los espectros SERS estan relacionados con:

=  Modificacién de las intensidades relativas de las bandas observadas.

El enorme gradiente de campo electromagnético que existe sobre la superficie
metalica hace que los modos vibracionales mas cercanos a la superficie den lugar a
una mayor intensidad SERS, por estar sometidos a un campo mas intenso que los
modos situados a una mayor distancia de ella. Por otra parte, de acuerdo con las
reglas de seleccién del efecto SERS, una orientacién paralela o perpendicular de los
modos vibracionales respecto a la superficie, se traduce en una modificacién de la
intensidad relativa de las bandas. De esta forma, es posible obtener informacion

acerca de la orientacion del adsorbato y la interaccion metal-adsorbato.

= Desplazamiento y ensanchamiento de bandas.
El desplazamiento de las bandas en los espectros SERS y la modificacién de la
anchura de las mismas con respecto a las equivalentes de los espectros Raman
convencionales, son una consecuencia de la interaccion quimica que tiene lugar entre
el metal y el adsorbato. Generalmente, las bandas vibracionales de los modos
directamente involucrados en esta unién experimentan desplazamientos mas
marcados y suelen presentar una mayor anchura, respecto a las mismas bandas en
el espectro RN (Moskovits y Suh, 1998). Este ensanchamiento se debe,

posiblemente, a la heterogeneidad de la geometria de la superficie metalica, hecho
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éste que da lugar a numerosos centros de adsorcion distintos sobre dicha superficie
(Garcia-Ramos, 2004).

Aparicion y desaparicion de bandas.

Entre las nuevas bandas que aparecen en los espectros SERS se destacan las
debidas a vibraciones de tensién metal-adsorbato; que por la elevada masa de las
especies implicadas en esta vibracion, aparecen a bajas frecuencias. Estas nuevas
bandas suelen aparecer en el intervalo de frecuencias 300-200 cm™, dependiendo del
atomo de la molécula implicado en esta interaccion y de la fuerza con que se produce
la union de la molécula al metal; y suele presentar una gran anchura, lo que indica la
existencia de muchos centros de unidn sobre la superficie. La observacion de esta
banda en el espectro constituye una prueba inequivoca de la formaciéon del complejo
metal-adsorbato. La adsorcion sobre el metal puede ademas causar la aparicion y
desaparicién de bandas, debido a posibles cambios estructurales en el adsorbato. Asi
mismo, otras bandas observadas en estos espectros, cuando se emplean coloides
metalicos como soportes, son las debidas a las especies idnicas procedentes de los
compuestos de partida empleados en la obtencién de las nanoparticulas (Sanchez-

Cortés y Garcia-Ramos, 1998).

Transformaciones quimicas.

Las nanoestructuras metalicas usadas en SERS pueden actuar como catalizadores
heterogéneos. Como consecuencia de la capacidad catalitica de la interface metalica
y/lo de la accion de la radiacion laser, se han observado degradaciones o
transformaciones quimicas en el transcurso de algunos experimentos SERS
(Jurasekova y col., 2006). De hecho, SERS se ha utilizado para el seguimiento
temporal de reacciones quimicas, permitiendo la deteccion de productos intermedios
(Shiy col., 1990; Shiy col., 1991). En este caso los soportes metélicos presentan una
doble funcién, actuando como catalizadores heterogéneos y como instrumentos en la
deteccién de productos intermedios y de reaccion, aunque éstos se produzcan en
pequefias cantidades. Dentro de los procesos quimicos que pueden tener lugar sobre
la nanoestructura metalica se encuentran las reacciones de polimerizacion (Tsai y col,
1990), las isomerizaciones cis-trans (Chun y col.,, 1990) y las reacciones de
fotodegradacion (Suhy col., 1993).
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=  Presencia de impurezas.

Las impurezas y moléculas o iones residuales, procedentes de los compuestos
empleados en la obtencién de los coloides, pueden competir con el analito en la
adsorcion sobre el sustrato metélico, modificando asi su espectro SERS. En
numerosas ocasiones, estas especies quimicas exdgenas manifiestan su presencia
en el espectro SERS, incluso si se hallan a concentraciones mucho mas bajas que la
molécula de interés. Las bandas SERS de estas sustancias se ha reportado con
frecuencia en la literatura cuando se realizan andlisis de otras moléculas (Kneipp y
col., 1991; Cinta-Pinzaru y col., 2001; Hu y col., 1995).

1.2.4. Substratos SERS

Actualmente se ha llegado a la conclusion de que el efecto SERS es una intensificacion
de la dispersibn Raman mediada por nanoestructuras mas que una intensificacion
superficial; de manera que la superficies utilizadas para este fin, conocidas como
substratos SERS y que se caracterizan por presentar una superficie metalica con
plasmones activos que dan lugar a una gran intensificacion del campo electromagnético
deben cumplir unos requerimientos morfolégicos estrictos. Asi, la eleccion del substrato
SERS adecuado para una implementacion experimental, se realiza bajo los criterios de

maxima amplificacion de la sefal y éptima reproducibilidad.

Como SERS es debido a una respuesta resonante del sustrato, estos son fuertemente
dependientes de la longitud de onda y por esto se observan grandes variaciones con la
longitud de onda de excitacidén. Por esta razén un substrato SERS dado, por lo general
exhibe buena intensificacion en un rango limitado de longitudes de onda de excitacion. De
hecho, algunos autores indican que la longitud de onda de excitacion éptima de un
sustrato deberia ser parte de la definicion de este substrato, ya que un substrato excitado
a la longitud de onda incorrecta ya no seria mas un buen sustrato o solo seria uno

realmente malo (Le Ru y Etchegoin, 2009).

La gran mayoria de los substratos SERS operan en el visible o en el cercano infrarrojo,

region que por lo general es la mas usada en los experimentos Raman. Basados en los
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reportes encontrados en la literatura, estos substratos se pueden clasificar tentativamente

en tres clases principales:

1. Particulas metdlicas en solucion, tales como las soluciones coloidales.
2. Estructuras metdlicas planas, tales como arreglos de nanoparticulas sobre soportes
planos

3. Electrodos metalicos

Los electrodos metalicos han jugado un papel muy importante en el desarrollo histérico
del efecto SERS, incluyendo su descubrimiento. Su importancia ha disminuido
considerablemente, debido a que son substratos que presentan factores de intensificacion
por lo general moderados (~10°); sin embargo, aln se utilizan en diversos estudios SERS,

principalmente en el campo de la electroquimica.

De las otras dos clases, las soluciones coloidales metélicas, en su mayoria de plata y oro,
ocupan un papel indiscutible en SERS, tanto en sus inicios como en los estudios mas
recientes, ya que representan una de las formas mas simples y accesibles para observar
el efecto SERS. Adicionalmente, estos coloides pueden secarse 0 enlazarse a un
substratos adecuado, como un método simple para fabricar el segundo tipo de substratos,
las estructuras planares. De hecho, este enfoque y el de las peliculas islas han constituido
por un largo tiempo los mayores ejemplos de estructuras metalicas planas. Ahora bien,
mas recientemente con el advenimiento de la nanotecnologia, ha aparecido un amplio
conjunto de estructuras metdlicas planares altamente ordenadas, que permiten obtener
espectros con mayor reproducibilidad, sin embargo, los métodos de fabricacion resultan
costosos y requieren de instrumentacion altamente especializada, que en muchas

ocasiones no estéa al alcance de la comunidad cientifica.

1.2.4.1. Coloides

Los coloides metélicos se emplearon por primera vez como substratos SERS en 1979
(Creighton y col., 1979), y desde entonces, se han convertido en las estructuras mas

ampliamente utilizadas tanto en estudios experimentales como teoricos. Su fabricacion es

sencilla, no requiere instrumentacion sofisticada, proporcionan una amplia resonancia
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plasmonica en el intervalo visible e infrarrojo cercano y generan factores de intensificacion
muy altos (hasta 10'). De hecho, son los sustratos empleados en los experimentos que
han llevado a la deteccion de moléculas aisladas (Kneipp y col., 1997; Nie y Emory, 1997;
Kneipp y col., 1999; Goulet y col., 2003).

En la preparacion de dichos sistemas, una cuestion critica es la posibilidad de controlar la
forma y el tamafio de las nanoparticulas obtenidas, ya que las propiedades
optoelectronicas de ellas dependen intimamente de estos parametros. Dependiendo de
las condiciones de preparacién, como la temperatura, la concentracion de los reactivos, la
pureza del agua, del numero inicial de nucleos y de la cinética de reduccion del metal,
puede variar ampliamente el tamafio medio de las particulas, asi como la distribucién de
tamafos. Asi, la eleccion del método de preparacion permite un cierto grado de control
sobre los parametros morfoldgicos de las nanoparticulas. Los métodos mas comunes son:

reduccion quimica, ablacion laser y fotoreduccion.

Cuando se opta por un coloide metalico como substrato, existen dos formas de realizar un
experimento SERS (Le Ru y Etchegoin, 2009):

=  SERS promediado.
En este caso el espectro proviene de un gran nimero de nanoparticulas y agregados,
donde se encuentran adsorbidas las moléculas. El factor de intensificacion bajo estas
condiciones puede variar entre 10-10° para condiciones no optimizadas, entre 10°-10°
con sustratos estandar y puede llegar a tomar valores de hasta 10° con muy buenos
sustratos SERS.

= SERS de una sola nanoparticula o un solo agregado.
En este se registra la sefial de un reducido numero de moléculas adsorbidas en las
nanoestructuras. El factor de intensificacion en este caso es maximo, con valores
mayores de 10%. Esto ocurre normalmente en posiciones especificas sobre la
superficie 0 “hot spots” y solo las moléculas adsorbidas en estos, pueden beneficiarse
de esta gran intensificacién. Sin embargo, experimentalmente no hay un control real
en coOmo crear estos “hot spots” en posiciones predeterminadas o en como posicionar

una molécula dada en un “hot spot”. De hecho, cualquier perturbacién del “hot spot” o
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del adsorbato por procesos tales como fotodesorcién, fotodescomposicion, etc, puede

causar fuertes fluctuaciones en la sefal.

El uso de suspensiones coloidales para estudios SERS promediados presenta varias
ventajas. La presencia del disolvente disminuye el riesgo de fotodegradacién de la
muestra con el laser, permitiendo el uso de potencias superiores y de lineas de excitacion
mas energéticas. Ademas, los espectros obtenidos son un promedio de las sefiales de un
amplio conjunto de nanoparticulas debido al movimiento Browniano de las mismas en la
suspension coloidal. Por lo tanto, se registran espectros reproducibles que son huellas
digitales caracteristicas de la molécula y el metal como conjunto. Por estos motivos, los
coloides metdlicos han sido empleados en esta Tesis para llevar a cabo los objetivos

propuestos.

1.2.4.2. Preparacion de coloides metélicos por reducciéon quimica

La preparacion de estos sistemas por reduccion quimica es relativamente sencilla, se
fabrican mediante la reduccion de la sal del metal correspondiente usando un agente

reductor quimico. El esquema de reaccion general es:

M* + Red —» M°+Prod  (12)

En este proceso, la naturaleza del agente reductor determina en gran parte el tamafio, la
forma y las propiedades de las nanoparticulas obtenidas. Los agentes reductores mas
utilizados en SERS son: borohidruro de sodio (Creighton y col., 1979), citrato trisodico
(Lee y Meisel, 1982; Sutherland y Winefordner, 1992) y clorhidrato de hidroxilamina
(Leopold y Lendl, 2003). El primero de estos, es un agente reductor fuerte, por lo que es
necesario llevar a cabo la reaccion en frio para evitar una gran agregacion de las
particulas iniciales. El citrato, actia no solo como agente reductor, sino también como
agente estabilizante, el cual cubre la superficie de la nanopatrticula evitando la agregacion,
es un agente reductor mas débil, por lo que necesita de la aplicaciébn de temperatura
durante un tiempo considerable para reducir el metal. Y el clorhidrato de hidroxilamina,
permite hacer una reduccién a temperatura ambiente, en donde los productos de la

reaccion (N, y NO,) se desprenden de la suspension en estado gaseoso.
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Por otro lado, en los ultimos tiempos se han fabricado sistemas con morfologias diferentes
a las de nanoparticulas esféricas, cuyo uso estd justificado por los célculos teéricos del
campo generado sobre estas nanoestructuras, que predice una mayor intensificacién en
zonas con mayor curvatura, como vértices o puntas, que en la superficie de
nanoparticulas esféricas. Asi, se han reportado en la literatura un nimero cada vez mayor
de métodos de sintesis de nanoestructuras con diferentes formas. Los procesos de
sintesis descritos tienen dos objetivos principales: el de obtener coloides estables de
nanoparticulas con formas y tamafios monodispersos, o el de obtener nanoestructuras
con un mayor nimero de vértices, aunque no tengan una forma muy homogénea. Entre
las nanoparticulas fabricadas destacan las nanovarillas (Sun y Xia, 2003), nanoprismas
triangulares y hexagonales (Millstone y col., 2009), nanocubos (Au y col.,, 2008) y
nanoestrellas (Nalbant-Esenturk y Hight-Walker, 2009). Sin embargo, en relaciéon con sus
aplicaciones en SERS, ninguno de estos métodos ha proporcionado una clara ventaja con
respecto a la distribucion de las nanoparticulas esféricas obtenidas con los clasicos

métodos de reduccion.

1.2.4.3. Propiedades superficiales de las nanoparticulas metalicas

Debido a que es a través de la superficie como el analito se acerca al metal dando lugar a
la intensificacibn Raman, es muy importante conocer las propiedades superficiales de las
mismas. La superficie de las nanoparticulas presenta cargas positivas, como resultado de
la deficiencia de electrones en los atomos superficiales que pasan al medio, lo que afecta
la distribucidon de iones cerca de la regién interfacial. La carga residual sobre las
nanoparticulas genera una capa conocida como capa de Stern, donde se encuentran
iones rigidamente unidos a la superficie del metal; a esta capa, le sigue la capa de
difusion, en la que los iones tienen una mayor movilidad (Figura 6). Estos contraiones en
la capa de Stern y en la capa difusa forman lo que se conoce como la doble capa eléctrica
y su espesor depende del tipo y concentracion de iones en la solucién. La mayor
concentracion de contraiones es cerca de la superficie, la cual disminuye gradualmente
con la distancia, hasta que se logra un equilibrio con la concentracion de contraiones en el
seno de la disolucion. Se produce asi una diferencia de potencial eléctrico respecto a la
solucién; que tiene un valor maximo en la superficie y disminuye progresivamente con la

distancia, acercandose a cero fuera de la capa de difusion como se observa en la Figura
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6. Esta caida de potencial y la distancia desde la superficie es un indicador de las fuerzas

de repulsion entre los coloides en funcion de la distancia.

Figura 6. Distribucion de iones sobre una superficie metdalica, y curva de potencial

eléctrico (W) en funcién de la distancia a la superficie.
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El potencial donde se une la capa de Stern y la capa de difusion es conocido como
potencial Z, y este parametro puede ser medido experimentalmente, mientras que la
carga en la superficie y su potencial no; asi, el potencial Z constituye una manera efectiva
de monitorear el comportamiento de las nanoparticulas, ya que este indica los cambios en

el potencial de la superficie y en la fuerzas de repulsion entre los coloides.

La estabilidad de estos sistemas estd dominada por un balance entre las fuerzas
atractivas de tipo Van der Waals, que dependen de la distancia segun 1/r°y las fuerzas
repulsivas entre nanoparticulas cargadas eléctricamente, que depende de la distancia
segln 1/r?, como lo describe la teoria DLVO, llamada asi por Derjaguin, Landau, Verwey y
Overbeek. Del balance de estas fuerzas se puede obtener el valor de la barrera de
potencial que deben vencer las nanoparticulas para poder acercarse lo suficiente hasta
poder adherirse y agregarse; esta barrera energética depende del potencial Z: cuando el
valor absoluto es superior a 30 mV, la dispersion es muy estable como resultado de las

repulsiones electrostaticas, mientras que cuando el potencial disminuye aproximandose a
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0, la dispersion es muy inestable y se espera una coagulacién rapida con la

correspondiente formacién de sedimentos.

El potencial Z de una dispersion coloidal puede disminuir por diversos motivos, incluyendo
la adsorcién de moléculas sobre la superficie, la neutralizacion de la carga de las
particulas, cambios en el pH de la solucién, adicién de electrolitos a la solucién, entre
otros. Esto da lugar a una disminucion de la barrera de potencial y a la agregacion de las

nanoparticulas.

1.2.4.4. Modificacién de los coloides

Las nanoparticulas obtenidas mediantes los procedimientos descritos en la seccion
1.2.4.2. pueden modificarse con la intencion de mejorar sus propiedades fisicoquimicas
en relacién con su aplicacion en SERS y por tanto maximizar la intensificacion de la
dispersiébn Raman. Entre estos procesos de modificacién se destacan la agregacion de las

nanoparticulas coloidales y la modificacion de la carga superficial.

Los datos experimentales indican que la agregacion parcial de las nanoparticulas
metalicas es un prerrequisito para obtener sefiales SERS intensas, como resultado de las
exigencias morfologicas de este efecto. En algunas ocasiones los coloides se agregan al
afiadir el adsorbato, pero en otras, es necesario inducir la formacion de agregados
mediante la adicion de agentes agregantes, que normalmente son sales i6nicas, como por
ejemplo NaCl y KNOg, ya que estas sustancias al adsorberse en la superficie reducen en
parte la carga eléctrica en el metal al desplazar los iones mas débilmente adsorbidos
sobre la superficie de las nanoparticulas; asi, se disminuyen las fuerzas de repulsion entre

ellas, facilitando su aproximacién para formar agregados.

Por otro lado, como la adsorcién del analito sobre la superficie es un requisito para
obtener intensificacion SERS, es indispensable optimizar la carga superficial de las
nanoparticulas, ya que si estas tienen por ejemplo cargas del mismo signo, el proceso de
adsorcion puede verse seriamente limitado o completamente inhibido. Los aniones citrato
y cloruro, presentes en la superficie de las particulas de los coloides obtenidos por

reduccién con citrato y clorhidrato de hidroxilamina, respectivamente, aumentan la carga
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superficial negativa de las nanoparticulas. Esto hace que los espectros SERS sean mas
intensos en el caso de adsorbatos neutros o cargados positivamente respecto a los que

tienen carga negativa que, incluso, pueden no proporcionar una sefial SERS.

Asimismo, la carga superficial del coloide esta estrechamente relacionada con el pH de la
solucion. El impacto del pH y de la presencia de electrolitos en el medio sobre el efecto
SERS ha sido ampliamente estudiado (Sanchez-Cortés y Garcia-Ramos, 2001; Lévi y
col., 1993). Al cambiar el pH puede producirse una ionizacion del adsorbato que, por lo
tanto, experimenta una variacion importante de su afinidad por el metal. Esta nueva forma
molecular puede interaccionar de manera diferente con el metal. Asi mismo, cuando los
espectros se registran en un medio basico, la elevada concentracion de iones hidroxilo en
las proximidades de la superficie de la nanoparticula puede ocasionar una pérdida de la
intensidad global de los espectros SERS, ya que las moléculas de adsorbato se ven
desplazadas por dichos iones, alejandose del metal. La variaciéon del pH también puede

afectar los iones adsorbidos sobre el metal, como el citrato, el cloruro, etc.

1.3. ADSORCION MOLECULAR SOBRE SUPERFICIES

La intensificacion inducida por el efecto SERS es de muy corto alcance, como se dejo
claro en la seccion 1.2.2., ya que depende de r*?, donde r corresponde a la distancia de la
molécula al metal; esto implica, que para que un experimento SERS tenga éxito, la
molécula a analizar debe encontrarse muy cerca de la superficie de la nanoparticula
metdlica. De hecho, en la préactica es necesaria la adsorcion del analito sobre la superficie
para que ésta se encuentre lo suficientemente cerca de la nanoestructura como para ser
afectada por el campo electromagnético cercano a la misma (Guerrini y col., 2007). Por
esta razon, en esta Tesis se ha realizado un estudio de la adsorcion de los péptidos sobre

las nanoparticulas metalicas.

1.3.1. Modelos de adsorcion

Como el efecto SERS es un fendbmeno superficial, se hace indispensable un andlisis
detallado de los procesos relacionados con la adsorcibn de una molécula sobre una

superficie; para ello existen diferentes modelos teéricos que describen la adsorciébn como
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un equilibrio entre especies adsorbidas y desorbidas. EI modelo mas sencillo fue
formulado por Langmuir en 1937; este modelo considera que la adsorcién se da a travées
de dos pasos, el primero es la difusién de la molécula desde el seno de la disolucion
hasta la interfase; y el segundo paso corresponde a la adsorcion del analito en la
superficie ya sea por una interaccion electrostética o fisisorcion, o por formacion de un
enlace quimico, en un proceso conocido como quimisorcion. Asi, la cinética de este
proceso estara determinada por el paso mas lento. En general, cuando la concentracion
del adsorbato es baja, el factor limitante es la velocidad de difusion en la solucién,
mientras que a concentraciones altas, la difusién es un proceso mas probable y por tanto

la adsorcion estard limitada por la interaccion entre el adsorbato y la superficie.

El proceso de adsorcion puede considerarse como un equilibrio quimico entre la especie

adsorbida y la libre:
A+xo (4 (13)

Donde A es el adsorbato y * es un hueco disponible en la superficie. Este equilibrio esta
regido por la constante de adsorcion, K.y, de manera que cuando la interaccion entre la
superficie y la molécula esta termodinamicamente favorecida el equilibrio se desplaza

hacia la derecha y un mayor nimero de moléculas son adsorbidas y viceversa.

Este modelo supone la formacion de una monocapa de adsorbato sobre la superficie
cuando la interaccion entre las moléculas es despreciable; en él, la superficie proporciona
un cierto nimero de posiciones para la adsorcion y todas ellas son equivalentes; en cada
una de estas posiciones solo se adsorbe una molécula y su adsorcion es independiente
de la ocupacion de las posiciones vecinas, esto es, las moléculas adsorbidas no

interaccionan entre si.
El proceso dinamico se puede considerar como:

Ka
A+ M(sup) < A— M(sup) (14)
d
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Donde K, es la constante de velocidad para la adsorcion y Kq4 es la constante de velocidad
para la desorcion. Para expresar el grado de extensién de la adsorcion se introduce la
fraccion de recubrimiento 6. Teniendo en cuenta que sobre cada posicion sélo puede

adsorberse una molécula:

__ #moléculas adsorbidas __ #de posiciones ocupadas (15)

T # posiciones de adsorcion Ty posiciones de adsorcion(N)
En un instante t se cumple que:

NUmero de posiciones ocupadas = 6N (16)

NUmero de posiciones de adsorcion libre = N — 6N = N(1 — 0) a7
Si se considera una cinética de primer orden respecto a cada miembro, se obtiene que la
velocidad de adsorcién sea proporcional a la concentracion del analito en la solucién y a
las posiciones de adsorcion vacias, ya que solo se forma una monocapa:
Vo = Kq[A](1 = 6)N (18)
Y la velocidad de desorcidn sera proporcional al namero de moléculas adsorbidas:
Vy=kqNO  (19)
Las dos velocidades se igualan al llegar al equilibrio, de donde se obtiene:
k,[AIN(1 — 60) = k4N6O (20)
ka[A] = kqa[A]O = k40 (21)

Si se despeja la fraccion de recubrimiento:

_ _kal4]
T kg+kg[A] (22)
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Definiendo la constante de equilibrio como:

—ka
K= (23)

Se obtiene la isoterma de Langmuir:

_ _KlAl _ ¢
T14K[A] T @0 (24)

Por tanto, la ecuacion que rige el recubrimiento de una superficie 6 al aumentar la
concentracion de una adsorbato A en el medio se puede determinar mediante esta Ultima
ecuacion, donde ¢ es el nimero de moléculas adsorbidas a la concentracion [A] y @, es el
namero maximo de moléculas que pueden adsorberse para una superficie total

disponible.

Por otro lado, en 1938, Brunauer, Emmet y Teller elaboraron una extension de esta teoria
para moléculas que, ademas de interaccionar con la superficie, son capaces de hacerlo
con otras moléculas dando lugar a la adsorcibn de capas sucesivas, que pasé a

conocerse como modelo B.E.T.

A diferencia de las isotermas de Langmuir, las isotermas tipo BET presenta dos
constantes de interaccion, kaq y Kk, esta Ultima debida a la interaccion de las moléculas de
adsorbato entre si, dando lugar a la formacion de multicapas. En funcién de las
proporciones entre kyg ¥ k, pueden encontrarse cinco tipos de isotermas de adsorcion
(Figura 7):

l. kaa Isoterma de Langmuir

Il kaa >> ko. Adsorcion fisica en multicapa. El rdpido ascenso inicial corresponde a la
formacion de la primera capa, que tiene en este caso una constante de formacion
mayor que para el resto de capas. Al seguir aumentando la [A] se forma la

segunda capa de moléculas adsorbidas, seguida de otras mas.
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. Kag << k. Corresponde también a una adsorcion fisica en multicapas pero donde
las capas posteriores comienzan a formarse antes de la formacion de una
monocapa.

IV.  Tipo Il con saturacion (no se generan infinitas multicapas). Muy poco comun.

V. Kag ~ Ko, Tipo Il con saturacion.

Figura 7. Clasificacion B.D.D.T. de las isotermas de adsorcion.

¢

[A]

0 [A]

En el caso de los sistemas que forman parte de un experimento SERS, las propiedades
Opticas y quimicas de la superficie estdn subordinadas a la naturaleza del metal
empleado, la morfologia y el tamafio de la nanoestructura y la composicion de la interfase.
Asi pues, la afinidad de las moléculas por distintos coloides, es decir la kyq Sera diferente.
La adsorcién directa de una molécula sobre una superficie plasmodnica sélo es posible
cuando la molécula presenta algun tipo de afinidad por el metal, debido a la presencia en
su estructura de grupos funcionales afines a los metales plasmoénicos, favoreciendo su
adsorcion mediante una interaccion electrostatica o covalente. En el caso de los péptidos
y aminoécidos la interaccion con la superficie metalica ocurre al menos a través de dos
mecanismos diferentes: uno es por atraccion electrostatica entre cargas en el péptido y
las cargas residuales que existen en la superficie metdlica y el otro es a través de la
formacion de complejos de coordinacion entre la superficie metélica y grupos muy activos

tales como —SH, -COO’, imidazol en histidina e indol en triptéfano de las biomoléculas.
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Adicionalmente las interacciones intermoleculares entre los péptidos también deben
considerarse, por ejemplo, las interacciones hidrofébicas entre residuos de aminoacidos
no polares podrian tener un papel muy importante en la conformacion tridimensional de la

biomolécula y por tanto en el mecanismo de adsorcion sobre la superficie metalica.

1.4. BIOMOLECULAS

Los aminoacidos (AA) son moléculas biolégicas que contienen, grupos funcionales amino
(-NH,) y carboxilo (-COOH). Los AA se nombran con base en un grupo funcional
especifico denominado residuo aminoacidico (-R). La estructura general de un
a-aminodcido se establece por la presencia de un carbono central (a) unido a un grupo

carboxilo, un grupo amino, un hidrégeno y la cadena lateral.

Las caracteristicas del residuo aminoacidico permiten clasificarlos como aminoacidos de
tipo apolares, polares neutros, acidos y basicos. Los AA apolares tienen caracteristicas
hidrofobicas, estos son: alanina (-CHj), fenilalanina (-CH,C¢Hs), isoleucina
(-CH(CH3)CH,CHgz), leucina (-CH,(CH,);CH3), metionina (-CH,CH,SCHj3), prolina
(-CH.CH,CH,-), triptéfano (-CgHeN) y valina (-CH(CH3)CHs3). Los AA polares neutros
exhiben una tendencia a presentar interacciones del tipo puentes de hidrégeno, dentro de
ellos se encuentran: asparagina (-CH,CONH,), cisteina (-CH,SH), glicina (-H), glutamina
(-CH,CH,CONH,), serina (-OH), tirosina (-CH,CsH4,0H) y treonina (-CH(CH3)OH). Los AA
de tipo &cido son hidrofilicos, y se caracterizan por la presencia de un grupo carboxilo en
la cadena lateral y corresponden a: acido aspértico (-CH,COOH) y acido glutdmico:
(-CH,CH,COOH). Los AA bésicos son hidrofilicos; poseen un grupo amino en su
estructura, estos son: arginina (CH,CH,CH,NH(NH)NH,), histidina (-CH,C3sH,N,H) y lisina
(-CH,CH,CH,CH,NHy).

Los AA son sustancias anféteras, es decir, pueden actuar como acidos o bases en
solucion acuosa. A pH &cido, los AA se encuentran mayoritariamente en su forma
cationica, mientras que a pH basico se encuentran en su forma anionica. Para valores de
pH intermedios, como los propios de los medios biologicos, los AA se encuentran

habitualmente en una forma de ion dipolar o zwitterion (carboxilato (-COO’) y amino
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protonado (-NH5")). Asi, los AA pueden tener comportamiento &cido, neutro o basico en

funcion del pH de la solucion.

Los péptidos se forman por la unién de dos o mas AA mediante enlaces peptidicos. El
enlace peptidico es un enlace covalente entre el grupo amino (-NH,) de un AA'y el grupo
carboxilo (-COOH) de otro; este enlace peptidico implica la pérdida de una molécula de
agua Yy la formacién de un enlace covalente CO-NH; por lo que es en realidad, un enlace
amida sustituido. Puesto que los péptidos tienen un grupo amino terminal y un carboxilo
terminal, y pueden tener grupos funcionales ionizables en la cadena lateral, los péptidos

tienen un comportamiento acido-base similar al de los aminoacidos.

Muchos péptidos naturales han mostrado potenciales usos como agentes terapéuticos,
por ejemplo, vasopresina (Fyda y col, 1990; Beaulieu, 2013; Shivanna y col., 2013),
oxitocina (Strunecka, 2009), hormona luteinizante (Cutler y col., 1985; Bowen y col.,
2004), hormona adrenocoticotropica (Arnason y col., 2013), calcitonina (McDermott y
Kidd, 1987; Chesnut, 1992), somatostatina (Scarpignato y Pelosini, 2001; Paran y Paran,
2003; Casini y col., 2005; Woltering, 2003) entre muchas otras. Asi mismo, los péptidos
sintéticos, en muchos casos analogos de estos péptidos naturales, se han convertido en
una clase muy importante de medicamentos; esto se debe en parte a la relativa facilidad
de sintesis de péptidos en fase sélida, que permite la generacion de cualquier secuencia

primaria compuesta de AA en sus conFiguraciones L o D.

1.4.1. Somatostatina

La somatostatina (SST) es un péptido ciclico (Figura 8) aislado accidentalmente en 1973
por Brazeau y colaboradores (Brazeau y col., 1973). SST forma parte de un grupo de
péptidos encontrados inicialmente en el hipotdlamo que ejerce su accion en la hipdfisis
controlando la liberacion hormonal; posteriormente, se hallo fuera de éste en el pancreas,
tiroides, amigdalas, sistema limbico, corteza cerebral hipocdmpica, neocortex y placenta;

en donde lleva acabo funciones de neurotrasmisor y neuromodulador.

La SST realiza una amplia variedad de acciones biologicas (Tabla 1), eminentemente de
caracter inhibitorio, que comprenden desde la inhibicibn de secreciones exocrinas y
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endocrinas, inhibicibn de la secrecibn de saliva, la secrecibn de hormonas
gastrointestinales como: gastrina, secretina, insulina, glucagén, enzimas pancreaticas

(pepsina) hasta la inhibicion del crecimiento tumoral o neoplasico.

Figura 8. Estructura Molecular de Somatostatina.
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SST actla a través de 5 tipos de receptores (sst;-ssts) distribuidos selectivamente en
diferentes tejidos (Guillermet-Guibert y col., 2005). Estos receptores difieren en su
distribucion en los tejidos y en sus funciones fisiolégicas. Por ejemplo, los receptores sst,
y ssts participan en la inhibicion de la secrecién de la hormona de crecimiento (Shimon y
col., 1997), glucagon e insulina (Strowski y col, 2000). sst; y, en menor medida, sst, estan
involucrados en la apoptosis celular, mientras que sst; detiene el ciclo celular y regula la

angiogénesis (Bocci y col., 2007).

Este péptido se ha estudiado minuciosamente y sintetizado con éxito para la industria
farmacéutica donde se utiliza como una droga terapéutica. SST cuenta con tres
aplicaciones principales en la préctica clinica, la primera, como una droga antisecretora
gastrica en el tratamiento de las varices esofagicas y en la hemorragia aguada por varices
en pacientes con cirrosis; la segunda, en el tratamiento de los trastornos de la secrecién
de la hormona de crecimiento y la tercera, en el tratamiento de diversos tumores (Garcia-
Tsao, 2007; Ayuk y Sheppard, 2006; Pawlikowski y Melen-Mucha, 2004; De Herder y col.,
2003; Kole y col., 1997).
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Tabla 1. Principales acciones de la Somatostatina

Organo Funcion Accion
Glandula Inhibicion de la secrecion basal y estimulada de la
pituitaria GH
Inhibicion de la secrecion basal y estimulada de la
TSH
Pancreas Endocrina Inhibicion de la secrecion basal y estimulada de la
insulina
Inhibicion de la secrecién basal y estimulada del
glucagén
Inhibicion de la secrecién del polipéptido pancreatico
Exocrino Inhibiciobn de los bicarbonatos y la secrecion
enzimatica
Tracto Secrecion Inhibicion de la secrecién de la gastrina, secretina,
gastrointestinal hormonal del colecistoquinina, péptido vasoactivo intestinal (VIP),
intestino motilina, enteroglucagoén, neurotensina
Secrecion
Secrecion Inhibicién de la secrecion del acido géastrico, pepsina
exocrina y factor intrinseco, fluido colénico y bilis
Actividad Inhibicion del vaciado gastrico y contraccién de la
motora vesicula biliar
Absorcion Disminuye la velocidad de absorcion del Ca++,
glucosa, galactosa, glicerol, fructosa, xilosa, lactosa,
aminodcidos, triglicéridos y agua
Flujo Disminuye el flujo sanguineo mesentérico y aumenta
sanguineo al la resistencia vascular
intestino
Funcién Disminuye la proliferacion celular de la mucosa
trofica Inhibicion
Tiroides Inhibicion de la liberacibn de tiroxina (T4), tri-
yodotiroxina (T3), inhibicibn de la secrecion de
calcitonina
Suprarrenal Inhibicion de la angiotensina Il estimulada por la
secrecion de aldosterona, inhibicién de la acetilcolina
estimulada por la secrecion de catecolaminas
medulares
Riflones Inhibicién de la liberacidon de renina; inhibicién de la

hormona antidiurética mediada por la absorcién de
agua
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Como es una hormona natural, SST tiene una toxicidad muy baja en comparacion con las
drogas sintéticas; sin embargo, debido a su corto tiempo de vida media en plasma (1-3
minutos) su uso clinico es limitado, y es necesaria la administracion continua del péptido
en forma de infusion intravenosa durante periodos prolongados de tiempo a fin de obtener
efectos terapéuticos positivos; por otra lado, la interrupcion del tratamiento produce un
efecto rebote, principalmente en la secrecion de la hormona del crecimiento (GH). Este
hecho, junto con su amplio espectro de actividad biol6gica ha estimulado el desarrollo de
nuevos analogos estructurales de SST con distintos perfiles de selectividad y/o una
estabilidad mejorada. El desarrollo de estos nuevos farmacos se realizé en distintas
etapas; en la primera, se identifico la longitud minima de la molécula que posee actividad
bioldgica, y en la segunda se sustituyeron diferentes aminoacidos con el fin de obtener

anélogos estructurales con una actividad superior.

Los estudios estructurales sobre SST han proporcionado informacion acerca de la
flexibilidad conformacional del péptido en solucion (Deleuze y Hull, 1982; Han y col., 1980;
Holladay y col., 1977) estos han mostrado que SST tiene una flexibilidad intrinseca, la
cual probablemente explique su versatilidad funcional, donde los aminoacidos Phe’-Trp®-
Lys®-Thr'® constituyen una hoja plegada B que se estabiliza mediante una red de
interacciones entre las cadenas laterales de Trp® y Lys® y los aminoécidos vecinos. Asi,
estos estudios han mostrado que la secuencia Phe’-Trp®-Lys’-Thr'® es esencial para la
actividad biolégica del mismo, es decir, la parte activa del péptido reside entre las
posiciones 7 y 10 (Vale y col., 1976). Esta informacion ha permitido precisar la secuencia
minima activa, y desarrollar moléculas que retengan estos residuos y la estructura
conformacional de la hormona, por lo que se han sintetizado principalmente hexapéptidos
y octapéptidos, (incluyendo octretotide y vapreotide), y son estos ultimos los que han sido
ampliamente estudiados y utilizados como agentes terapéuticos (Rivier y col., 1975). De
igual forma, se ha encontrado que existen algunas limitaciones de estos derivados que
poseen ciclos mas cortos; por ejemplo, estos no retienen el reconocimiento de SST para
todos sus receptores; por tanto, la ganancia en estabilidad y rigidez tiene un costo, esto
es, una pérdida de la funcién con ciertos receptores. Por lo que adn existe una constante
basqueda e investigacion relacionada con la sintesis y caracterizacion de los analogos de
SST.
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Por otro lado, un segundo enfoque en el disefio de analogos de SST se refiere al uso de
SST y sus derivados para el diagnostico médico, como marcadores tumorales (Molina-
Trinidad y Salas-Casas, 2014), ya que se ha encontrado que estos receptores se
sobreexpresan en ciertos tumores humanos (Srikant, 2004). La presencia de los
receptores de SST en los diferentes tejidos permite la localizacion de los carcinomas y
metastasis por diversas técnicas, incluyendo las técnicas de imagen. Por ejemplo,
algunos tumores tales como meningiomas o meduloblastomas son especialmente ricos en
receptores de SST, al contrario de los linfomas, que presentan una densidad muy baja de
estos. Asi mismo, muchos tumores neuroendocrinos tienen una distribucién homogénea,
mientras que otros tales como los carcinomas mamarios presentan una distribucion
heterogénea, con zonas de alta densidad junto a otras casi carentes de ellos. La
presencia de receptores también hace posible el uso de conjugados citotéxicos hibridos,
como es el caso de analogos de SST acoplados a agentes quimioterapéuticos tales como
doxorrubicina o  2-pirrolino-doxorrubicina  (Srikant, 2004; Fernandez, 2005).
Adicionalmente, los tumores que expresan receptores SST a menudo expresan solo
ciertos tipos particulares; SST tiene afinidad por los 5, por lo que es considerado como un
biomarcador universal, mientras los andlogos con ciclos mas cortos tienen una alta
afinidad por algunos de los receptores, lo que los hace mas especificos, haciendo de
estos una opcidn atractiva como posibles marcadores para la identificacién de tumores y

el seguimiento de su progreso.

1.4.2. Somatostatina analogo lineal

A patrtir de las investigaciones estructura-actividad de SST también se comprob6 que una
de sus caracteristicas estructurales mas importante es el puente disulfuro entre las
cisteinas 3 y 14 y que este juega un papel fundamental tanto en mantener la
conformacion del péptido, como en la interaccion con los receptores celulares de
somatostatina (Lewin, 1986). De hecho, la comparacion de las actividades biologicas de
los anélogos lineales y ciclados ha demostrado que la conformacion ciclica dada por el
puente disulfuro permite obtener una eficiencia maxima en cuanto a la actividad biol6gica
de estos péptidos, por lo que en la sintesis de la mayoria de sus anélogos se conserva la

estructura ciclica del péptido natural.
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Resulta por tanto interesante, estudiar un analogo lineal de SST mediante Raman y SERS
para verificar sus caracteristicas conformacionales y el papel del puente disulfuro en la
interaccion con la estructura metélica. Para abordar esta cuestion, se utilizé6 un péptido
analogo de SST como modelo, que en lo sucesivo se le denominara anélogo lineal de
SST, obtenido por la sustitucion de las cisteinas en las posiciones 3 y 14, por serina
(Figura 9). La eleccion de la serina para el analogo de cadena abierta de SST surgi6 de la

similitud de la composicion quimica con cisteina.

Figura 9. Estructura Molecular del analogo lineal de Somatostatina.
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1.4.3. Octreétido

Este péptido fue sintetizado por primera vez en 1980 por Bauer y colaboradores (Bauer y
col, 1982), y es considerado uno de los analogos mas potentes y selectivos de la hormona
natural SST. Octreotido (OCT), también conocido como SMS 201-995 o Sandostatin
(Novartis), es un octapéptido sintético analogo de somatostatina en el que la secuencia
del tetrapéptido natural Phe’—Thr'°, secuencia critica para la actividad biol6gica en SST,
se conserva y esta conformacionalmente restringida por el puente disulfuro formado entre
dos cisteinas en las posiciones 2 y 7 (D-Phe’-Cys?-Phe3-D-Trp*-Lys®-Thr®-Cys’-Thr®-ol).
Algunos cambios importantes con respecto a la estructura de SST son observados en la
estructura de OCT (Figura 10); por un lado, la cadena lateral aromatica de Phe' en OCT
ocupa una region similar en el espacio a Phe® en SST, por lo que puede proteger el
puente disulfuro del ataque enzimatico y por el otro, el grupo terminal Thr®-COOH est&
reducido a su forma alcohdlica, lo que lo hace més estable frente a la degradacion
metabdlica. Adicionalmente, se cambio la conFiguracion del residuo L-Trp, sustituyéndolo
con D-Trp“, sustitucién que aumenta la estabilidad de estas moléculas, favoreciendo tanto
la proximidad del anillo indol y la cadena lateral alifatica de Lys como inhibiendo o
retardando posiblemente el reconocimiento de estas moléculas por la maquinaria de

degradacion celular (Arison y col., 1978).
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Figura 10. Estructura Molecular de Octreotido.

Por otro lado, OCT presenta una accion farmacolégica méas prolongada que la hormona
nativa, con un tiempo de vida media de 90-120 minutos cuando es administrada
subcutaneamente y una accién farcodindmica de hasta 8-12 horas. Tal como SST, OCT
ejerce su actividad biologica a través de su afinidad por los receptores SST; sin embargo,
este tiene un espectro mas estrecho de actividad ya que tiene una alta afinidad por los
receptores de los subtipos 2 y 5, con una afinidad 10 veces superior por el subtipo 2 que
por el subtipo 5, que le permite tener una alta especificidad, por ejemplo en la supresion
de la hormona de crecimiento ya que son los receptores sst, y ssts aquellos a través de
los cuales SST produce la supresion de esta hormona y son también los subtipos de
receptores predominantes en tumores pituitarios secretores de GH (Anthony y Freda,
2009). Asi mismo, OCT presenta una afinidad baja por los receptores sst; y sst; y media

por el sst; (Bruns y col, 1994).

Gracias a su amplio perfil farmacologico, OCT proporciona amplias oportunidades
terapéuticas para el tratamiento y diagnostico clinico de diversas enfermedades tales
como la acromegalia, gastrinomas, pancreatitis, diarrea, diabetes y tumores carcinoides
(Anthony y Freda, 2009). De hecho, OCT fue el primer andlogo de SST disponible en la
practica clinica en 1983 para el tratamiento de tumores neuroendocrinos (Modlin y col.,
2010).
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1.4.4. Vapreotide

Vapreotide (VAP), también llamado Octastatin o RC-160, es un potente octapéptido ciclico
analogo de SST (O'Byrne y col, 1999). VAP presenta un puente disulfuro entre las dos
cisteinas en las posiciones 2 y 7 (D-Phe'-Cys®-Tyr*-D-Trp*-Lys®>-Val®-Cys’-Trp®-NH,),

como puede verse en la Figura 11.

Figura 11. Estructura Molecular de Vapreotide.

NH;

A diferencia de OCT, en la estructura de este péptido no se conservo la secuencia
reportada como activa de la hormona natural (Phe’-Thr'®) y se sustituyeron los
aminoacidos Phe y Thr por Tyr y Val, respectivamente. Estos cambios se hicieron
basados en los resultados de Cai y colaboradores (Cai y col., 1986), quienes estudiaron
diversos andlogos de OCT y encontraron que al hacer estas sustituciones, los péptidos
tenian una mas alta eficiencia para inhibir la secrecion de la hormona de crecimiento. Asi
mismo, en este estudio los autores también indicaron que el cambio de Thr en la posicién
8 en OCT por Trp, podria dar como resultado un aumento en la afinidad hacia los
receptores de SST. Asi, el estudio de Cai y colaboradores sugeria que los analogos que
contienen Tyr®, Val® y Trp® podrian ser méas especificos en la inhibicién de GH y que
podrian tener selectividad en la actividad bioldégica de este analogo. VAP contiene
precisamente estas sustituciones (Tyr®, Val® y Trp®) y su actividad en cuanto a la inhibicién

de la hormona de crecimiento fue demostrada posteriormente (Hofland y col., 1994).
VAP, presenta elevada afinidad por los receptores de SST de los subtipos 2 y 5 y de

menor afinidad por el subtipo 4, y presenta un mayor tiempo de vida media que la

hormona nativa (30 minutos vs. 3 minutos) (Thakur y col., 1997). Como resultado de su
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elevada afinidad por estos tipos especificos VAP ha sido probado para el tratamiento
clinico de diversos tumores (mama, rifidon, pancreas, gastrico, colon, cerebro), se ha
usado como coadyuvante en el tratamiento del sangrado esofagico, y en el diagndstico

médico usando el péptido marcado con un radioisétopo (Warner y col, 2002).

1.5. SERS EN PEPTIDOS

Desde el instante en que fue descubierto SERS se ha realizado una gran cantidad de
investigacion en el campo de las biomoléculas. Estos estudios incluyen desde identificacion
de aminoacidos (Aliaga y col., 2009; Herne y col., 1991; Podstawka y col., 2004; Chuang y
Chen, 2009; Stewart y Fredericks, 1999; Aliaga y col., 2010; Aliaga y col., 2009; Suh y
Moskovits, 1986; Fleming y col., 2009) péptidos (Herne y col., 1991; Meyer y Smith, 2011;
Nabiev y col., 1981; Xiaojuan y col., 2010; Seballos y col., 2007; Chumanov y col., 1990;
Stewart y Fredericks, 1999), proteinas (Xiaojuan y col., 2010; Dong y Lam, 2011; Jun y col.,
2009; losin y col., 2009), acidos nucleicos (Xiao y col., 1998), ADN (Basu y col., 2008; Liang
y col., 2007), etc, hasta el desarrollo de potenciales aplicaciones (Reyes-Goddard y col.,
2005), tales como secuenciaciéon de moléculas de ADN (Haynes y col., 2005), detecciéon de
tumores (Haynes y col., 2005, Allain y Vo-Dinh, 2002), desarrollo de sensores biol6gicos
(Reyes-Goddard y col., 2005; Hu y Li, 2002), etc.

Los andlisis de proteinas usando SERS comenzaron casi simultaneamente con los de
aminodacidos. En estos estudios el principal objetivo era entender la interaccién de las
moléculas con electrodos o coloides metalicos. A partir de estas primeras publicaciones se
determiné la posible orientacion de las moléculas sobre la superficie metdlica y se
comprendié mejor la naturaleza del efecto SERS. De igual forma, algunas de estas
investigaciones proporcionaron pruebas que indicaban que este tipo de interacciones
podrian ser utiles para el entendimiento de los fenédmenos interfaciales y para una amplia
variedad de aplicaciones tecnolégicas. De hecho, estos estudios constituyeron el primer
paso en el desarrollo de biosensores basados en SERS que prometian mejorar la habilidad
para monitorear procesos bioldgicos en tiempo real, y asi proporcionar nuevos rutas para el
disefio de sistemas de diagnoéstico temprano de enfermedades (Reyes-Goddard y col.,
2005).
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El espectro SERS de una proteina es un reflejo del punto de interaccién de ésta con el
metal, influenciado por todos los aminoacidos. Sobre una interfase formada entre una
biomolécula y una superficie nanoestructurada, los sistemas moleculares tendran regiones
gue interactian directamente con la superficie. En el caso de las biomoléculas, la
composicion de aminoacidos y la secuencia de estas regiones generalmente determinan el
comportamiento de adsorcion de éstas sobre la superficie dada. De manera que el analisis
de las sefiales SERS, tanto la intensificacion como el ensanchamiento y el nUmero de onda
gue provienen de los aminoacidos constituyentes han sido Utiles para entender las diversas

maneras en las cuales una biomolécula puede interactuar con su medio ambiente.

La interacciéon de péptidos con superficies metalicas puede ocurrir a través de diferentes
mecanismos; bien sea por interaccion electrostatica entre cargas del péptido y las cargas
residuales existentes sobre la superficie metalica; o bien, por formacién de complejos de
coordinacién entre grupos muy activos, tales como —SH, -COQ, imidazol en histidina, indol
en triptéfano y los atomos metalicos superficiales. Las interacciones intermoleculares entre
biomoléculas también deben considerarse; en este sentido, las interacciones hidréfobas
entre los residuos amino&cidicos no polares en las biomoléculas también juegan un papel
importante tanto en la conformacion tridimensional como en la adsorcion sobre la

nanoestructura (Garrido y col., 2010).

Uno de los factores mas importantes a controlar en un experimento SERS de aminoécidos,
péptidos y proteinas es el pH (Dou y col., 1999), esto es principalmente por dos razones; en
primer lugar, porque puede alterar la forma en que interactian las particulas cargadas de
las biomoléculas con los metales también cargados y en segundo lugar porque puede
alterar las caracteristicas de agregacion de los coloides metélicos, lo que a su vez cambia la
interaccion analito-coloide y por tanto los espectros SERS. En este aspecto, se ha estudiado
intensamente el efecto del cambio de pH sobre la adsorcién de soluciones de aminoacidos y
péptidos sobre superficies metdlicas, en los cuales se monitorea la intensidad y la variacion
de las sefales SERS con el pH (Stewart y Fredericks, 1999; Ojha, 2007), esto da una idea
de la forma como los aminoacidos y sus correspondientes péptidos se enlazan a la
superficie y sobre los cambios conformacionales que sufren las moléculas cuando se

someten a diferentes condiciones de pH.
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Por otro lado, de los sustrato activos SERS disponibles, quiz& el mas usados en estudios de
moléculas de interés biol6gico son los coloides metalicos, esto es debido a que son faciles
de preparar y sus bandas de resonancia plasménica se encuentran en el visible, lo que
resulta muy adecuado, ya que es posible el uso de laseres en esta region del espectro
electromagnético. Estos coloides se han usado para el estudio de una variedad de
aminoacidos alifaticos y aromaticos, péptidos, proteinas, acidos nucleicos, incluso en
células y bacterias, ya que permite el estudio bajo condiciones fisioldgicas. También han
resultado de gran valor para el estudio de la interaccion de medicamentos con diferentes
proteinas; aplicacion que ha resultado crucial en el desarrollo de nuevos medicamentos
para curar una gran variedad de enfermedades mortales (Garcia-Ramos Y Sanchez-Cortés,
1997).

Durante las ultimas 3 décadas se han estudiado los espectros SERS de aminoacidos y
péptidos, sin embargo, muchos de estos estudios son fragmentados y a menudo no
involucran una asignacién de bandas formal y por tanto la discusion acerca de la orientacion
molecular es ambigua. Aunque mucha de la informacion importante sobre la estructura,
sintesis, propiedades O6pticas y reacciones quimicas de los aminoacidos procede de
investigaciones iniciales realizadas hace muchos afios, la apreciacion completa del papel de
los aminoacidos en la determinacion de la conformacién de la proteina no se ha puesto de
manifiesto completamente y muchas de las contribuciones en este campo se encuentran en

publicaciones de las Ultimas décadas.

Los espectros vibracionales de los aminoacidos se han estudiado extensamente tanto en
solucibn como en sus estados cristalinos (Suh Y Moskovits, 1986). En soluciéon cada
aminoacido puede existir en tres formas posibles: anionica (NH,RCOO"), zwiterionica
("HsNRCOQ)) y cationica ("HsNRCOOH), como ya se habia indicado en la seccion 1.4. y las
frecuencias vibracionales de estas tres formas son ligeramente diferentes. Asi mismo, ya se
han reportado espectros Raman de complejos metal-aminoacido (Ojha, 2007) junto con las
asignaciones vibracionales de estos complejos; estos estudios, resultaron muy utiles en el
entendimiento de las propiedades de los aminoacidos adsorbidos sobre superficies

metalicas.

Nabiev y colaboradores fueron los primeros en observar la intensificacion del espectro
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Raman de aminoacidos adsorbidos en una superficie metalica y en 1981 reportaron el
espectro SERS de fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) y triptofano (Trp), usando
concentraciones relativamente bajas y electrodos de plata como superficie. En esta
publicacibn mostraron que los espectros SERS de estos aminoacidos, presentaban
diferencias apreciables que permitian diferenciarlos uno de otro, pero no ofrecieron una
discusién con respecto a estas diferencias. En un trabajo posterior, involucraron la
adsorcion de las mismas moléculas en coloides de plata e identificaron que el grupo
carboxilo y el grupo amino se desprotonaban tras la adsorcion y propusieron que las
diferencias entre los espectros Raman y SERS de phe indican una interaccion directa entre

los electrones pi del anillo aromatico y la superficie metalica (Stewart y Fredericks, 1999).

Espectros SERS dominados por las bandas correspondientes a las vibraciones aromaticas
en los aminoacidos Phe, Trp y Tyr, también fueron reportados por Kim et. al. (Kim y col.,
2009), y aunque sus espectros no eran totalmente idénticos a los Nabiev, ellos también
llegaron a la conclusion que la interaccién se daba a través del grupo carboxilo ionizado; sin
embargo, a diferencia de Nabiev, Kim encontré evidencia que indicaba que el anillo de phe
no era perturbado tras la adsorcion. No mucho tiempo después se publicé un trabajo en
donde se realizé un analisis mas profundo de las caracteristica de adsorcién de tryp sobre
coloides de plata; en este se encontrd, a diferencia de los trabajos publicados con

anterioridad, que la interaccidn ocurria a través del par solitario del nitrégeno del anillo indol.

En 1986, Suh y Moskovits, analizaron los espectros SERS de glicina (gly), a-alanina (ala) y
B-alanina sobre coloides de plata y determinaron la naturaleza de las interacciones entre los
aminoacidos y la superficie usando los modos vibracionales intensificados; con base en
esto, sugirieron cual era la orientacion de las moléculas sobre la superficie y encontraron

que gly y ala, interactuaban con la plata a través de los terminales carboxilo y amino.

Watanabe y Maeda (Aliaga y col., 2009) estudiaron la adsorcién de cisteina (cys) a partir de
soluciones acuosas sobre electrodos de plata usando SERS. La existencia de enlaces muy
fuertes entre el sulfuro de la cisteina y el electrodo de plata, se puso de manifest6 en el
espectro SERS con la desaparicion de la banda de tensién S-H y el corrimiento hacia

longitudes de onda mas bajas de la banda de estiramiento C-S.
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La adsorcion de L-histidina (hys) sobre un electrodo de cobre usando soluciones acuosas y
de agua deuterada por SERS fue estudiada por Martusevicius y colaboradores(Stewart y
Fredericks, 1999), en este trabajo se puso en evidencia que el comportamiento frente a la
adsorcion de la molécula, depende del pH de la solucién, el potencial del electrodo y la
presencia de iones sulfato y cloruro. En el caso de soluciones neutras a un potencial
negativo, la histidina se coordin6 a la superficie a través tanto del atomo de nitrégeno

protonado del anillo imidazol como del grupo carboxilo.

Chumanov y colaboradores en 1990 (Chumanov y col., 1990) obtuvieron los espectro SERS
de varios aminoacidos sobre coloides de plata e hicieron la asignacion de algunas de las
bandas vibracionales. Sin embargo, bajo las condiciones experimentales de este trabajo, los

espectros obtenidos resultaron muy similares y se hizo dificil diferenciar entre uno y otro.

Stewart y Fredericks realizaron un estudio de los espectros SERS de 19 aminoéacidos
(Stewart y Fredericks, 1999) sobre superficies de plata preparadas electroquimicamente a
concentraciones del orden de 10° M. A partir de los espectros obtenidos, se realiz6 una
asignacion de las bandas y se discuti6 la orientacion de las moléculas sobre la superficie.
Se encontré que todos los aminoacidos interactian con la superficie de plata a través del
grupo carboxilo desprotonado y que bajo estas condiciones los grupos amino estan
protonados y no interacttan fuertemente con la superficie metalica. Para el caso de cisteina

y metionina el grupo sulfuro también present6 una fuerte interaccion con la superficie.

Aliaga y su grupo de investigacion, recientemente han descrito la interaccion de lisina
(Aliaga y col., 2009), triptéfano (Aliaga y col., 2009), cisteina (Fleming y col., 2009) y
arginina (Aliaga y col., 2010) con superficies metalicas usando SERS y calculos te6ricos. En
estas publicaciones se hace una asignacion vibracional basada en los trabajos publicados

con anterioridad y los resultados de los calculos teéricos.

Los espectros SERS de diversos péptidos revelan tendencias en el comportamiento de
adsorcion que permiten proponer una jerarquia de la importancia relativa de las
interacciones grupo funcional-superficie en el control de la capacidad de adsorcion,
orientacion y conformacion de biomoléculas en la interface metal-solucion acuosa. Estos

estudios han revelado que existen diferencias significativas entre los espectros SERS de
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aminoacidos y péptidos. Muchos péptidos pequefios interactian con la superficie de plata a
través de los grupos carboxilo. Normalmente estas bandas aparecen alrededor de 920 cm™
y 1410 cm™, pero con los diferentes aminoacidos se observan desplazamientos y
variaciones en la intensidad, indicando la probabilidad de interaccion y la orientacion del

grupo carboxilo sobre la superficie metalica.

Podstawka et. al. en 2004, publicé los resultados del estudio de los espectros SERS de los
aminoacidos Cys, Gly, Leu, Met, Phe y Pro y sus homodipéptidos adsorbidos sobre coloides
de plata. En el caso de Cys y Met se encontrd que el grupo carboxilo, amino y el atomo del
tioeter estan involucrados en la adsorcion. Para Phe se observé que la adsorcion se
produce a través del grupo carboxilo con el anillo fenilo perpendicular o ligeramente en
angulo. Y para Gly, Leu y Pro la interaccion ocurrié a través del carboxilo (Podstawka y col.,
2004).

Herne et. al. estudiaron los espectros SERS de dipéptidos y tripéptidos adsorbidos en una
solucion coloidal de plata. Los espectros SERS de los homodipéptidos de Gly, Phe, Tyr y
Trp y sus asignaciones vibracionales se usaron como base para interpretar los espectros de
los heterodipéptidos. Encontraron también, que los espectros SERS de los homodipéptidos
difieren considerablemente de sus respectivos aminoacidos. Y se establecid la importancia
relativa de los grupos funcionales en el control de la adsorcion del péptido, lo que
proporciona las bases para predecir la orientacién y conformacion de las biomoléculas
adsorbidas. Sin embargo encontraron algunas dificultades al hacer las asignaciones
vibracionales para todas las caracteristicas espectrales. Notaron también que las
interacciones con el grupo aroméatico y las cadenas aromaticas laterales con el metal son

favorecidas (Herne y col., 1991).

Wei et al. obtuvieron el espectro SERS de tres péptidos aromaticos que contienen cisteina.
Y concluyeron que los residuos del aminoacido aromatico proporcionaban las caracteristicas
dominantes en el espectro Raman y SERS (Weiy col., 2008).

A partir de los espectros SERS de varios péptidos compuestos por diferentes

combinaciones de prolina, triptéfano y tirosina, Seballos (Seballos y col., 2007) y

colaboradores concluyeron que la interaccién con la superficie de plata ocurria a través
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tanto del grupo carboxilo como del amino.

En el 2005, Podstawka reportd los espectros SERS, Raman e IR de diferentes
fosfonodipeptidos. El analisis de los espectros SERS, se hizo a través de una completa
asignacion de bandas, mostrando que interactuaban con la superficie metalica a través del
anillo aroméatico del residuo de fenilalanina. Asi mismo, el andalisis de las intensidades
relativas de las bandas sugiere la contribucion del mecanismo de intensificacion quimica en

uno de los péptidos estudiados (Podstawka y col., 2006).

Mitchell et. al. en 2008 usé un método de analisis estadistico para la deteccién de péptidos
por SERS; en este articulo, el autor sefiala que la metodologia de obtencién de los
espectros, es un factor clave para el éxito en la aplicacion de la técnica (Mitchell y col.,
2008).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

El nitrato de plata (AgNO3, 99.98%), clorhidrato de hidroxilamina (99%), hidréxido de sodio
(99,998%), cloruro de sodio (NaCl) y nitrato de potasio KNO3) fueron adquiridos de Merck;
el citrato de sodio (Na;C3HsO(COO)3) y borohidruro de sodio fueron adquiridos de Carlo-
Erba. El acido cloroaurico (HAuUCl,, 99.9%) se adquirié de Sigma-Aldrich. La ldmina de oro
(99,5%) y la lamina de plata (99.9%) fueron adquiridos de Alfa-Aesar. Los reactivos no

tuvieron purificacién adicional.

Los aminoacidos de alta pureza fueron adquiridos a Merck, y fueron utilizados sin
purificacién adicional. Estos aminoécidos corresponden a triptéfano (Trp), tirosina (Tyr),

fenilalanina (Phe), valina (Val), lisina (Lys) y cisteina (Cys).

Los péptidos utilizados tienen alta pureza y son solubles en agua. El péptido
Somatostatina fue comprado a Sigma-Aldrich, con una pureza 297%. El péptido
denominado analogo lineal de SST fue adquirido de Genosphere Biotechonologies,
Francia. El péptido Octreotide fue facilitado por la unidad de biomoléculas del Instituto
Pasteur de Francia, quienes usaron para la sintesis la metodologia Fmoc/tBu en un
sintetizador ABI 433 (Applied Biosystems, Fosters City, CA, USA) equipado con una celda
de flujo de conductividad para monitorear la desproteccion Fmoc. La purificacion se
realizé por HPLC en un cromatografo liquido Agilent serie 1100 y monitoreado por la
absorbancia a 230 nm en un detector tipo arreglo de fotodiodos y finalmente se usé
Espectrometria de masas con ionizacion electrospray para analizar el péptido sintetizado.

El péptido Vapreotide fue comprado a Chempep Inc. con una pureza 298%.

2.2. INSTRUMENTACION

2.2.1. Espectroscopia de absorcién Ultravioleta-Visible (UV-Vis)

Los espectros en la region UV-Visible de las soluciones coloidales fueron registrados en
un espectrofotometro UV-Vis de doble haz Perkin Elmer en el rango de 200-800 nm; este
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instrumento esta equipado con una ldmpara de deuterio y una de wolframio y un detector

de fotodiodo.

2.2.2. Microscopia de Transmisién Electrénica (TEM)

El perfil morfolégico de las nanoparticulas fue obtenido mediante imagenes empleando un
Microscopio Electronico de Transmision (TEM), marca JEOL modelo JEM-2100 con un

voltaje de aceleracion de 200 kV.

2.2.3. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Para el andlisis de algunos de los coloides se us6 un microscopio electrénico de barrido
FEI referencia Quanta FEG 650.

2.2.4. Potencial Zy Dispersion dinamica de la luz (DLS)

Las medidas de potencial Z y Dispersién dinamica de la luz (DLS) se realizaron en un
equipo Zeta-sizer 3000 (Malvern Instruments, Inc.) operando en un angulo de incidencia
de 90° en modo dual a una temperatura de 26°C. Para estos analisis se emplearon

cubetas de prolipropileno de 1 cm de paso 6ptico.

2.2.5. Espectroscopia Raman y SERS

Los espectros Raman y SERS se registraron en un espectrometro Raman, LabRAM HR
Evolution de Horiba, equipado con un microscopio confocal Leica acoplado a una camara
de video. El sistema se compone de un filtro Notch para eliminar la dispersion Rayleigh,
dos redes de difraccion (600 y 2400 lineas/mm) y un detector tipo CCD con refrigeracion
eléctrica. Se emplearon como fuentes de excitacion las lineas 476 nm de un laser de
estado sélido, 514 nm de un laser de Ar*, 532 nm de un laser de estado sdlido, 632.8 de
un laser de He-Ne y 785 nm de un laser de diodos. La potencia del laser en la muestra
fue de 200 mw, 100 mW, 25 mW y 25 mW, respectivamente. La calibracién del
instrumento se realiz6 empleando una lamina de silicio y midiendo la banda del fonon de

Si a 520 nm con un objetivo de microscopio de 100X de aumento. Los espectros se
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obtuvieron utilizando objetivos de 10X, 50X y 100X, segun sea el caso. Los espectros
fueron registrados entre 200 y 4000 cm™. El nimero de acumulaciones y el tiempo de

integracion se optimizaron para cada muestra por separado.

2.3. METODOS

2.3.1. Obtencidn de nanoparticulas metdlicas por reduccién quimica

2.3.1.1. Nanoparticulas de plata

En este trabajo de tesis se utilizaron dos metodologias para sintetizar nanoparticulas de
plata por reduccion quimica en medio acuoso usando como agentes reductores citrato de
sodio (AgCT) y clorhidrato de hidroxilamina (AgHX).

= Reduccién con citrato de sodio (AgCT)

Las nanoparticulas fueron preparadas de acuerdo al método descrito por Lee-Meisel (Lee
y Meisel, 1982). Para ello, se prepararon soluciones de citrato de sodio al 1% y de nitrato
de plata 1 mM, disolviendo 0.042 g de nitrato de plata en 250 mL de agua tipo |. La
solucion de nitrato de plata se llevd a ebullicion bajo agitacion constante, luego se
adicion6 rapidamente 1 mL de la solucion de citrato de sodio y se mantuvo a reflujo hasta
que la solucién cambie de incolora a amarillo. Una vez esto sucede se deja por 5 minutos

mas bajo calentamiento, a reflujo y con agitacion constante.

»= Reduccién con clorhidrato de hidroxilamina (AgHX)

Este coloide se obtuvo mediante el método descrito por Leopold y Lendl (Leopold y Lendl,
2003) con algunas modificaciones. A 90 mL de una disolucion de clorhidrato de
hidroxilamina de concentracion 1,66x10° M se adicionaron 300 pL de hidréxido de sodio 1
M bajo agitacion vigorosa. A esta disolucion se le adicion6 gota a gota 10 mL de solucion
de AgNO; 1x102 M. Justo cuando se termina la adicién de nitrato se detiene la agitacion.

Las nanoparticulas obtenidas se reservan en un recipiente aislado de la luz para su
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posterior uso.

2.3.1.2. Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro se prepararon mediante la reduccion de &cido clorodurico
usando como agente reductor citrato de sodio (AuCT) segun el procedimiento descrito por
Frens (Frens, 1973). Para esto, 0,1 mL de una disolucién acuosa de HAuCl, 0,118 M se
diluyeron en 40 mL de agua, bajo intensa agitacion; la mezcla se llevé a ebullicion. A
continuacion, a esta solucion se le adicioné 1 mL de solucion de citrato trisddico gota a
gota. Se dejo bajo ebullicion y agitacion hasta que se observé un cambio en la coloracién
de la dispersién que se mantuviera constante por algunos minutos; finalmente se permitié
la ebullicion a reflujo por 5 minutos mas. Usando este mismo procedimiento se obtuvieron
coloides de oro con diversos tamafios de particula tan solo cambiando la cantidad de

solucién de citrato adicionado (Tabla 2).

Tabla 2. Coloides de oro obtenidos por reduccién con diferentes cantidades de citrato de
sodio

Coloide Cantidad de citrato

(uL)
AuCT (A) 1000
AuCT (B) 500
AuCT (C) 250
AuCT (D) 160

2.3.2. Obtencion de nanoparticulas de oro y plata por ablacion laser

La obtencion de coloides mediante el método de ablacion laser consiste en la extraccion
de las nanoparticulas metalicas a partir de una placa del metal usando para ellos pulsos
laser de alta potencia. Algunas de las ventajas de este método son la ausencia de
reactivos quimicos o de iones en la suspension y la posibilidad de controlar el tamafio de

las nanoparticulas cambiando las condiciones de ablacion.
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En este método, la eficiencia, forma y tamafio de las nanoparticulas producidas depende
de los pardmetros de ablacion: longitud de onda del laser, tiempo de irradiacion, energia,
frecuencia de pulso, entre otros. Con el objetivo de conocer la influencia de algunos de
estos pardmetros sobre las propiedades las nanoparticulas se mont6 un sistema para la
preparacion de coloides de oro y plata, utilizando para ello la instrumentacion base del
Laboratorio de Espectroscopia Atémica y Molecular (LEAM). El montaje de la Figura 12 se
realizo siguiendo el propuesto en la literatura por Mafuné (Mafuné, 2000), en el cual se
enfoca el haz laser verticalmente sobre la placa con ayuda de un espejo o prisma y una
lente convergente, buscando las mejores condiciones para lograr un proceso de ablacién
eficiente.

Figura 12. Diagrama esquematico del montaje experimental para ablacion laser.
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Para la obtencion del coloide se llevo a cabo la ablacién de una lamina de oro o plata,
segun el caso, sumergiéndola en 20 mL de agua, empleando para ello la linea de 532 nm
de un haz laser pulsado de Nd:YAG, con duracion de pulso de 10 ns. El haz laser se
enfocO sobre la placa metalica ubicada en el centro de un vaso de precipitados usando
una lente esférica de vidrio de 25 cm de distancia focal. Para evitar la pérdida de liquido
por el splash causado por el impacto del haz laser con el liquido se us6 una ventana de
vidrio. Se realizaron diversas experiencias variando el tiempo de irradiacion, la energia de
pulso y la frecuencia de pulso. En todos los casos la velocidad de agitaciébn se mantuvo

constante en aproximadamente 900 rpm.
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2.3.3. Preparacion de las muestras

= Muestras para espectroscopia de absorcion UV-visible

Los espectros UV-visible de las suspensiones coloidales se midieron diluyendo el coloide
hasta un 10% en agua tipo | y usando una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso Optico. La

calibracion se realiz6 usando como referencia agua Milli-Q.

= Muestras para microscopia electrénica de transmision (TEM)

Las muestras observadas mediante TEM se prepararon depositando una alicuota
(aproximadamente 10 pL) de coloide sin diluir sobre una rejilla de cobre de 3.05 mm de
diametro recubierta con una capa fina (30-50 nm) de carbono puro. La muestra se dej6

secar a temperatura ambiente.

= Muestras para microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las muestras se prepararon por deposicion de 6 uL de la suspensién coloidal sobre una
lamina recubierta de ITO que tiene una buena conductividad eléctrica y transparencia
Optica.

= Muestras para espectroscopia Raman e Infrarroja

Los espectros Raman de los compuestos sélidos fueron registrados directamente sobre

las muestras.

Para la obtencién de los espectros Raman en solucion se prepararon soluciones de cada
una de las biomoléculas empleadas:

Las soluciones estandar de los AA fueron preparadas disolviendo el sélido con agua
nanopura. Para la preparacion de las soluciones stock se tuvo en cuenta la solubilidad en
agua de los AA. Lys y Cys son solubles en agua a temperatura ambiente (642 y 280
mg/mL, respectivamente), a diferencia de los AA aromaticos que presentan solubilidades
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bajas. La solubilidad de estos ultimos, disminuye rdpidamente en el orden Phe, Trp, Tyr
siendo estas 29.6, 11.4 y 0.45 mg/mL, respectivamente. De manera que las soluciones
stock para los AA arométicos se prepararon a concentraciones justo por debajo de la

concentracion limite para cada uno.

Las soluciones de los péptidos se obtuvieron disolviendo el polvo liofilizado en agua tipo I;
los péptidos utilizados en esta tesis son solubles en agua, por lo que se prepararon
soluciones stock a una concentracion 20 mM; a partir de esta solucion se hicieron

diluciones para los experimentos posteriores.

= Muestras para espectroscopia SERS

La preparacion de las muestras para SERS se realizé mezclando un volumen estandar de
la solucion del analito (3 pL) con 300 uL de la suspension coloidal a pH 7 para obtener
concentraciones finales de AA o péptido en el rango de 10° a 10° M. La mezcla se
transfiere al portamuestras y se realizan las medidas justo después de realizar la

combinacion.
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3. RESULTADOS

3.1. NANOPARTICULAS METALICAS

El uso exitoso de nanoparticulas metalicas en SERS depende en gran medida de las
caracteristicas del metal, en términos de morfologia (forma, tamafio y estado de
agregacion), y de la naturaleza de las nanoestructuras metélicas empleadas como
substrato. Adicionalmente, otro factor clave es la interface metal-solucion, ya que esta
ultima afecta la adherencia del adsorbato sobre la superficie y esta interface es afectada
por el método de preparacion empleado para la obtencion de las nanoparticulas. Las
metodologias de preparacion de nanoparticulas metalicas, de hecho, determinan
diferencias en cuanto al tamafo, forma y estabilidad de la suspensién coloidal en el

tiempo.

Las nanoparticulas de plata usadas durante esta tesis fueron preparadas por reduccion de
nitrato de plata con citrato de sodio (AgCT) y con clorhidrato de hidroxilamina (AgHX), y
por ablacién laser (AgLA), y las de oro se prepararon por reduccion con diferentes
cantidades de citrato de sodio (AuCT A-D) y por ablacion laser (AuAL). Las nanoparticulas
obtenidas fueron caracterizadas por Absorcion UV-Vis, Dispersion Dindmica de la luz
(DLS), Potencial Z y Microscopia electrénica de barrido (SEM) o Microscopia electrénica
de Transmision (TEM), segun sea el caso. En la tabla 3 se resumen las caracteristicas de

estas nanoparticulas que serdn comentadas en detalle en las secciones posteriores.

Tabla 3. Resumen de las caracteristicas de tamafio, carga y resonancia plasménica de las NPs

Potencial Z Tamafno promedio (DLS) Ancho de banda
Q% (nm)
AgCT -49.0 60 423 108
AgHX -42.6 51 405 93
AgAL -22.5 40 398 58
AuCT (A) -40.3 16 520 62
AuCT (B) -39.5 41 530 66
AuCT (C) -42.8 102 545 77
AuCT (D) -10.5 152 596 155
AuAL -28.3 32 523 47
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3.1.1. Nanoparticulas metalicas obtenidas por reduccidn con citrato de sodio

De los tres coloides de plata obtenidos, el coloide preparado por reduccién con citrato de
sodio resultd ser el mas estable frente a la agregacion; esta estabilidad se atribuye a la
adsorcion de iones citrato sobre la superficie de la nanoparticula, iones que ademas
actuan como un amortiguador de pH, manteniéndolo en un valor de aproximadamente 6.5
durante varios meses. Ademas, la elevada fuerza idénica de los iones citrato aumenta
notablemente el valor del potencial z (-49.0 mV) de las nanoparticulas en suspension
debido a la mayor carga negativa en la superficie, evitando la aglomeracion de las
mismas. Una posible desventaja asociada al uso de estos coloides, es que los iones
citrato adsorbidos en la superficie pueden actuar como interferencia en las mediciones
SERS y este efecto puede ser mucho mas notable cuando se disminuye el pH de la

suspension.

Estas mismas consideraciones en cuanto a estabilidad se pueden tener en cuenta para
los coloides de oro reducidos con citrato de sodio (AuCT), que también resultaron mas
estables comparados con los obtenidos por ablacién laser (AuAL), excepto por el coloide
AUCT (D) que resulté bastante inestable, con tendencia a la agregacién y precipitacion
pocas minutos después de su preparacion; este comportamiento de las AuCT se
correlaciona bastante bien con los valores de potencial Z medidos (Tabla 3), donde para
los coloides AuCT del A al C sus altos valores (-40.3, -39.5 y -42.8 mV, respectivamente)
indicaban una alta estabilidad, mientras que el D, con un potencial Z bajo de -10.5 mV,

sugeria una baja estabilidad y tendencia a la agregacion.

Este procedimiento de reduccién de una sal de oro o plata utilizando como reductor el
citrato trisodico, da lugar a nanoparticulas esféricas de diferentes tamafios promedio. En
el caso del coloide de plata, las nanoparticulas presentaron un diametro promedio
obtenido por DLS de 60 nm; mientras que en oro, los coloides obtenidos usando
diferentes cantidades de citrato, esto es 1000, 500, 250 y 160 pL, dan lugar a
nanoparticulas de 16, 41, 102 y 152 nm, respectivamente. Este aumento en el tamafio de
las nanoparticulas al disminuir la cantidad de citrato podria explicarse sobre la base de
gue el tamafio de particula en la suspension esta gobernado por dos procesos: la

formacion de nucleos y el crecimiento de los mismos.
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Cuando la cantidad de iones citrato es alta, como es el caso del procedimiento estandar,
esto es, cuando se agregan 1000 L, la formacion de los ndcleos y el crecimiento de la
particula sucede tan rapido como es posible, es decir, la formacién de ndcleos esta mas
favorecida que el crecimiento, por lo que las particulas obtenidas seran de menor tamafo;
mientras que cuando la cantidad de citrato se disminuye, como en los coloides
denominados AuCT del B al D, el proceso de crecimiento se ve favorecido sobre la

formacion de nucleos y esto da lugar a nanoparticulas de mayor tamario.

Por otro lado, las diferencias en el tamafio de las nanoparticulas de plata y oro obtenidas
usando el mismo agente reductor se pueden atribuir a los diferentes potenciales de
reduccion y a diferencias en la energia de superficie en ambos metales. Asimismo, debido
a sus diferentes constantes dieléctricas, el espectro de extinciébn de los plasmones

superficiales varia considerablemente de uno a otro coloide.

Al tratarse de nanoparticulas aproximadamente esféricas, los espectros UV-Vis presentan
un so6lo maximo de resonancia correspondiente a la vibracion dipolar (Figuras 13 y 14,
izquierda). A partir de estos espectros se puede obtener informacion cualitativa de la
morfologia de las nanoparticulas metdlicas en solucién y de la agregacion de las mismas,
como ya se menciond en las secciones anteriores. La intensidad de la banda de
resonancia plasménica esta relacionada principalmente con la cantidad de nanoparticulas;
la posicion del maximo, depende del tamafio de las mismas, en donde para un metal dado
cuanto mas pequefias, la resonancia ocurre mas hacia el azul, y por ultimo, el ancho a

media altura que proporciona una medida relativa de la distribucion de tamafios.

La Figura 13 muestra la banda de resonancia plasmonica de los coloides AgCT, esta se
caracteriza por un plasmon centrado en 423 nm y un ancho de banda de 108 nm. La
banda ancha de absorcion indica la presencia de una morfologia heterogénea, lo que se
puede corroborar con la micrografia SEM (Figura 13, centro).
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Figura 13. Espectro UV-Vis (izquierda) e imagen SEM (centro) del coloide de plata
obtenido por reduccion quimica usando citrato de sodio como agente reductor (AgCT).
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En el caso de los coloides de oro obtenidos por reduccion quimica con diferentes
cantidades de citrato, los espectros muestran un progresivo desplazamiento del maximo
de absorcion del plasmon en el sentido AuCT (A) < (B) < (C) < (D), que indica un aumento
del didmetro de las nanoparticulas integrantes (Figura 14, izquierda); estos resultados
estan en acuerdo con los valores de tamafio de particula obtenidos por DLS, ya que las
particulas mas pequenfas, que corresponden a AuCT (A) presentan la banda mas hacia el
azul (520 nm), seguidas por B (530 nm), C (545 nm) y por ultimo las D (596 nm), que son
las de mayor tamafio y también la que tienen la banda de resonancia plasménica mas al
rojo. Asi mismo, se observa un aumento del ancho de banda de absorciéon en el mismo
sentido, siendo 62, 65, 77 y 155 nm, respectivamente, lo que se atribuye a un aumento en

la distribucion de tamafios de las nanoparticulas.

En general, las AgCT y AuCT parecen proveer un medio adecuado para realizar
experimentos SERS, debido a su alta estabilidad y a sus caracteristicas de buffer de pH;
sin embargo, se ha encontrado que el limite inferior de trabajo en experimentos SERS
debe ser a pH 5.5 para no tener grandes problemas por interferencia con citrato. En el
caso de esta tesis, los experimentos se realizaron a pH fisiol6gico, por lo que no era de
esperarse interferencias espectrales relacionadas con los iones citrato adsorbidos en la

superficie.
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Figura 14. Espectro UV-Vis (lzquierda) de los coloides de oro obtenidos por reduccion
guimica con diferentes cantidades de citrato de sodio e imagen SEM del coloide AuCT (C)

(centro).
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3.1.2. Nanoparticulas metalicas obtenidas por reduccidon con clorhidrato de

hidroxilamina

Las nanoparticulas de plata obtenidas por reduccién con clorhidrato de hidroxilamina son
estabilizadas por los iones CI" adsorbidos sobre la superficie. Sin embargo, estos aniones
no son muy eficientes como amortiguadores de pH, de manera que los O6xidos de
nitrdgeno que se forman después de la preparacion pueden afectar lentamente el pH de la
suspension coloidal, ya que éstos reaccionan con el agua generando los correspondientes
acidos y el pH disminuye desde 7, que es el pH al cual se obtienen los coloides hasta 5
después de aproximadamente dos semanas de preparacion. Adicionalmente, se debe ser
muy cuidadoso con el proceso de preparacion, ya que un exceso de iones plata en los
reactivos genera oxido de plata cuando se trabaja en medio alcalino y si esto sucede el
coloide cambia de color verde grisaceo a gris metalico y se observa una rapida
agregacion del mismo; para evitar este fenbmeno se agrega un exceso de clorhidrato de
hidroxilamina y el coloide se lleva a un pH de 7 al momento de la preparacion, agregando
hidréxido de sodio. De igual forma el lavado del material en el que se realiza la sintesis

debe ser estricto y realizarse usando una solucion “pirafia” que es una mezcla de acido
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sulfurico concentrado con peroxido de hidrégeno en proporcion 1:1 para remover los
residuos grasos, metdlicos y los iones cloruros; ya que un material mal lavado tiende a
formar cloruro de plata, tornando la solucién de nitrato de plata que es transparente a un

color blanquecino.

Por otra parte, los iones CI' tienen una carga eléctrica mas baja que los iones citrato lo
gque se refleja en un menor potencial Z (-42.6 mV) comparado con las AgCT (Tabla 3), lo
gque sugiere una mayor facilidad de aglomeracién y por tanto una menor estabilidad en el
tiempo. A pesar de esto, estos coloides permanecen estables por varios meses. Una
ventaja de este coloide es que solo tiene una banda en el espectro SERS que
corresponde a la vibracién de tensién Ag-Cl que aparece cerca de 247 cm™. La existencia
de esta banda puede explicarse a partir de la baja solubilidad del cloruro de plata que esta
correlacionada con la alta afinidad de los iones CI por la plata. Por esta razén, estos iones
desplazan de la superficie de las nanoparticulas de plata a cualquier otro compuesto que

pueda ser una posible interferencia, como por ejemplo los 6xidos de nitrégeno.

La Figura 15 a la izquierda muestra la banda de resonancia plasmoénica del coloide AgHX,

gue presenta un maximo de absorcion en 405 nm y ancho de banda de 93 nm.

Figura 15. Espectro UV-Vis (izquierda) e imagen SEM (centro) del coloide de plata
obtenido por reduccién quimica usando clorhidrato de hidroxilamina como agente reductor
(AgHX).

405
08+

0.6

Absorbancia

0.4 4

0.2+

0.0

T T
300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

76



Esta Ultima Figura sugiere que las nanoparticulas de plata obtenidas por este método son
mas pequefias y menos polidispersas que las obtenidas con citrato, ya que el maximo de
extincion aparece a menores longitudes de onda, lo que corresponde a un menor tamafio,
y el ancho de banda es inferior al del espectro de AgCT. Esta afirmacion esta respaldada
por la medicién del diametro promedio por DLS, que dio como resultado un tamafio de 52
nm y por la imagen de microscopia (Figura 15, centro) donde se observa que las
nanoparticulas en el coloide de hidroxilamina estan formados en su mayoria por

nanoparticulas esféricas de tamafios entre 20 y 80 nm, con una media de 50 a 60 nm.

En general, las AgHX parecen proveer de un medio adecuado para las experiencias

SERS por no tener problemas de interferencias espectrales.

3.1.3. Nanoparticulas metalicas obtenidas por ablacion laser

Por dltimo, los coloides de plata y oro obtenidos por ablacion laser son los menos
estables, ya que estos no tienen especies quimicas cercanas a la superficie. Estos
coloides son estabilizados por los iones OH™ que resultan de la ionizacion de las
moléculas de agua. El potencial Z de estas nanoparticulas metélicas es el mas bajo de
todos (-22.5 y -28.3, respectivamente), y esto también se ve reflejado en su menor
estabilidad; de hecho, estas nanoparticulas solo permanecen estables por unos pocos
meses. Por otro lado, la ausencia de especies ionicas en la superficie de plata tiene como

ventaja que no existen bandas que interfieran en los espectros SERS.

La Figura 16 muestra la banda de resonancia plasmoénica del coloide de plata obtenido
por ablacién laser de una lamina de plata de alta pureza durante 12 minutos con una
energia de pulso de 12 mJ, usando el montaje descrito en la Figura 12. El méaximo de
esta banda se ubica en 398 nm y el ancho a media altura es de 58 nm; esto podria indicar
gue de los tres tipos de nanoparticulas preparadas estas son las mas pequefas y las
menos polidispersas. Los datos obtenidos por DLS indican que las nanoparticulas
obtenidas por este método tienen un didmetro promedio de 40 nm, que efectivamente si
es el mas bajo comparado con los tres métodos ensayados; por otro lado, en cuanto a la
menor dispersion de tamafios, la micrografia SEM (Figura 16, centro) obtenida no refleja

esta condicion, sin embargo, la resolucion de la imagen no es la mejor y los tamafios y
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formas observadas podrian ser el resultado de pequefios cumulos o aglomerados de
particulas que se forman en el proceso de preparacion de la muestra para su analisis

microscopico.

Figura 16. Espectro UV-Vis (Izquierda) e imagen SEM del coloide de plata obtenido por
ablacion laser (AgAL), (centro).
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Por otro lado, las nanoparticulas de oro obtenidas por ablacién ladser muestran un méaximo
de absorcion en 523 nm y ancho de banda de 47 nm (Figura 17, izquierda). Al igual que
las AgAL, las AuUAL, corresponderian a las nanoparticulas de menor tamafio y menos
polidispersas de las obtenidas en este trabajo. Esto se confirmé con las medidas por DLS,
gue indican que las nanoparticulas presentan un diametro promedio de 32 nm. Asi mismo,
la observaciéon por microscopia electronica del coloide AuAL confirmé que hay baja

polidispersion.

En general, las nanoparticulas de plata y oro obtenidas por ablacién laser parecen
proveer un medio adecuado para las experiencias SERS por no tener problemas de
interferencias; sin embargo, su baja estabilidad y tendencia a la agregacién podria
representar un problema si se usan con adsorbatos que promuevan la agregacion de las

nanoparticulas en solucion.
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Figura 17. Espectro UV-Vis e imagen SEM del coloide de oro obtenido por ablacion laser
(AUAL)
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3.2. DETECCION SERS DE AMINOACIDOS Y PEPTIDOS

SERS es una técnica altamente sensible que se ha aplicado con éxito en mudltiples
aplicaciones biologicas. Hay muchas aplicaciones médicas y biolégicas donde la
deteccion de compuestos moleculares a bajas concentraciones es muy importante. En
esta tesis se llevé a cabo el estudio vibracional y SERS de ciertos aminoacidos y de los
péptidos Somatostatina y algunos de sus analogos, los resultados se presentan a

continuacion.

3.2.1. Aminoacidos caracteristicos

Se denominé aminoéacidos caracteristicos a aquellos que forman parte de la estructura de
los péptidos estudiados en esta tesis (Ala, Gly, Cys, Lys, Asn, Phe, Tyr, Thr, Ser, Val,
Trp). La asignacion completa de las bandas de los espectros Raman de los AA por
separado es fundamental para la interpretacion vibracional de sistemas mas complejos,
como es el caso de los péptidos Somatostatina y sus analogos que fueron estudiados en
esta tesis. Para esto, se analizaron las bandas que aparecen en la region de 400 a 1800

cm™ que es la zona donde aparecen las bandas Raman mas importantes de los AA.
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Con este fin se realizaron experimentos SERS, empleando soluciones coloidales a pH
neutro, para determinar e identificar la conformacién estructural y orientacién molecular

sobre nanoparticulas metélicas de algunos de los aminoacidos caracteristicos.

3.2.1.1. Triptofano

Trp se clasifica entre los aminoacidos apolares, también llamados hidr6fobos. Es
probablemente el derivado indolico mas ampliamente distribuido en la naturaleza. La
estructura del Trp se muestra en la Figura 18; la caracteristica estructural distintiva de

este amino&cido es la presencia del anillo indol que contiene un grupo NH en el anillo.

Figura 18. Estructura del triptéfano.

= Raman de Tript6fano

El espectro Raman del triptéfano se muestra en la Figura 19. La asignacion de
frecuencias fue realizada con datos publicados para moléculas relacionadas, triptéfano
(Aliaga y col., 2009; Herne y col., 1991; Podstawka y col., 2004; Stewart y Fredericks,
1999) y frecuencias de grupos caracteristicos (Mary y col., 2011; Lin-Vie y col., 1991). Las
posiciones de las sefiales son presentadas en la tabla 4. Las bandas mas intensas en el
espectro Raman se encuentran en 755y 1009 cm™ y corresponden a las vibraciones de
respiracién del anillo indol en fase y fuera de fase, respectivamente. Estas bandas por lo
general son usadas como marcadores de Trp en espectros Raman de péptidos, proteinas

y moléculas de interés biolégico en general.
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Muchas de las sefiales asociados con la flexion C-H en el anillo indol, la tensiéon del anillo
indol y las deformaciones del anillo indol tienen una fuerte intensidad espectral; en el
espectro Raman de Trp estas bandas aparecen en 755, 874, 1009, 1423y 1557 cm™t:
otras no tan intensas, pero también producto de estas vibraciones, aparecen en 426, 456,
534, 547, 658, 684, 706, 740, 765, 840, 964, 1077, 1120, 1150, 1160, 1233 y 1252 cm™,

muchas de ellas acopladas con otros modos vibracionales (Ver tabla 4).

Las bandas en 765, 803, 924 y 1617 cm™ son atribuidas a los modos vibracionales de
flexiobn y tensién de COO" y C-COO’, mientras que las bandas en 840, 924, 1067 y
1104 cm™ corresponden a deformaciones del grupo amino. Por otro lado, algunas de las
sefales fueron asignadas a deformaciones C-H alifaticas, estas son: la sefial débil en
511 cm™ que corresponde al modo vibracional de torsion del enlace CH-CH,, la banda en
803 cm™ producto del balanceo de CH,, las bandas en 987 y 1160 cm™ asignadas a la

torsion de CH, y finalmente la sefial en 1313 cm™ debida al aleteo de CH,.

Figura 19. Espectro Raman de Triptéfano sélido. Linea de excitacién: 785 nm (laser de
diodos), potencia ~25 mW. Tiempo de integracién: 30 s (40 acumulaciones). Rejilla 600

l[ineas/mm.
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Dentro de estas bandas mencionadas, algunas se destacan por que reflejan el ambiente
del aminoAcido, estas son, las bandas en 874 cm™ y el doblete 1338/1359 cm™ conocido

como el doblete de Fermi de Trp.
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Tabla 4. Asignacion Raman y SERS para Triptéfano en el rango 1800- 400 cm-1

Raman SERS Asignacién
cm?) (cm™)
426 437  Deformacion de benceno y pirrol
456 Tension de benceno y pirrol
511 Torsion del enlace CH-CH,
534 538 Flexién del anillo
547 Tensién de benceno y pirrol
574 Flexién N-H en pirrol
596 Flexién N-H en pirrol
658 666 Flexiéon C-H en pirrol
684 Tensién de benceno y pirrol
706 Deformacion de benceno vy pirrol
740 733 Aleteo C-H en beceno
755 Respiracion en fase del anillo indol
765 761 Deformacion de benceno y pirrol, tijereteo COO
803 Balanceo de CH,, y tension del enlace C-COO~
840 Torsién de NH5', flexion de H en pirrol
874 879 Deformacioén del esqueleto, tension N-H
924 929 tension C—COQ", torsidn NHs', torsion CH,
964 Torsién de H en el anillo benceno
987 Torsion de CH, y estiramiento del enlace C-N
1009 1013 Respiracién fuera de fase del anillo indol
1067 Balanceo de NH;"
1077 Tijereteo de H en pirrol
1104 Aleteo de NH;"
1120 1126 Tijereteo de H en benceno
1150 Tijereteo de H en benceno
1160 Torsiéon de CH,, tijereteo de H de benceno
1183  Torsiéon de CH,, tijereteo de H en benceno
1207 Tension de pirrol
1233 Tijereteo de H en benceno, balanceo de H en pirrol
1252 Balanceo de H en benceno, balanceo de H en pirrol y flexion C-H
1280 Flexién de H en CH,
1313 1306 Flexién H de CH, aleteo de CH,
1338 Resonancia de Fermi
1359 1362 Resonancia de Fermi
1405 Tension simétrica de COO
1423 Tension en pirrol y benceno, deformaciéon de CH,
1457 Tension en pirrol y benceno
1477  Tension COO
1486 Tension en pirrol y benceno
1557 Tension C-C anillo pirrol
1577 Tension C=C fuera de fase
1583  Tijereteo de NH;"
1617 1621 Tension asimétrica de COO
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La primera en 874 cm™ proviene de una combinacién de vibraciones del anillo indol
acopladas a la deformacion del enlace N-H en pirrol; la frecuencia de esta banda refleja la
fuerza de los enlaces de H del grupo amino del indol en Trp, donde una fuerte interaccion
N-H--X conduce a una banda cerca de 870 cm™, mientras qgue un ambiente hidrofébico
desplaza esta banda cerca de 883 cm™. La segunda, el doblete de Fermi de triptéfano con
sus componentes cerca de 1340 y 1360 cm™ se consideran un marcador de la
hidrofobicidad del ambiente del anillo indol, usando la relacion l;3s0/l1340 que Se incrementa

con el aumento de la hidrofobicidad.

= SERS de triptofano

Se utilizé triptéfano en la solucion coloidal a una concentracion final de 1x10° M usando
los coloides de oro y plata sintetizados; esto es, los obtenidos utilizando como agentes
reductores citrato de sodio y clorhidrato de hidroxilamina y los coloides obtenidos por
ablacién laser. La adicion del aminoacido a las nanoparticulas obtenidas por ablacién
provoca la agregacion y desestabilizacién de los mismos, por lo que fue imposible obtener
un espectro SERS apreciable usando estas nanoestructuras, la misma situacién se
observo para los deméas AA y péptidos estudiados; por otro lado, al usar el coloide de
citrato tanto de plata como de oro, se obtuvo un espectro donde las bandas provenientes
del citrato dominaban practicamente el espectro y solo una débil aparicién de algunas de
las bandas mas intensas de Trp, las bandas en 755 y 1009 cm™ fueron ligeramente
apreciables. Por esta razon, se opt6 por usar las nanoparticulas obtenidas con clorhidrato
de hidroxilamina (AgHX), ya que estas inducen la mayor intensidad SERS y no tienen

interferentes en la region de interés.

El espectro SERS obtenido usando AgHX se presenta en la Figura 20, en este puede
observarse muchas de las bandas relacionadas a las vibraciones del anillo indol, estas
son las sefiales en 437, 538, 666, 733, 761, 879, 1013, 1126 y 1183 cm™, asignadas a
deformaciones del anillo indol, flexiones de los H en indol, deformaciones del esqueleto de
anillo aromatico y al modo de respiracion del anillo, respectivamente, todas ellas con baja
intensidad y sin sufrir mayores cambios en el espectro, solo ligeros corrimientos,
sugiriendo que el anillo indol no se enlaza la superficie de plata bajo las condiciones de

trabajo ya que si la interaccion con la superficie fuera a través de este anillo, se
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observarian desplazamientos considerables de estos picos. Esto estad en acuerdo con los
espectros SERS de Trp y de péptidos que contienen este residuo reportados, donde el

anillo indol tampoco parece interactuar con la superficie metalica.

Por otro lado, algunas de las sefiales destacables en el espectro SERS estan
relacionadas con el grupo carboxilato, estas son, las bandas en 1477 y 1621 cm™ que
corresponden a vibraciones de tension COO™ y la sefial en 929 cm™ asignada el
estiramiento C-COQ’; también es bastante apreciable en el espectro SERS, la aparicion
de una banda en 1583 cm™ debida al tijereteo de NH5", lo que sugiere que la interaccion
de Trp con la superficie de las nanoparticulas ocurre mediante los grupos carboxilato y

amino, respectivamente.

Figura 20. Espectro SERS de Triptéfano. Concentraciéon: 1x10° M. Linea de excitacion:
785 nm (laser de diodos), potencia 25 mW. Tiempo de integracion: 30s. Rejilla 600

l[ineas/mm.
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3.2.1.2. Fenilalanina

El aminoacido aromético mas simple es fenilalanina, abreviado frecuentemente como Phe
o F. Puede ser considerado como un analogo de alanina que se obtiene reemplazando
uno de los atomos de H de su cadena lateral (el grupo metil) por un anillo aromatico
(Figura 21). La orientacion de este anillo es gobernada por dos &ngulos conformacionales

definidos entre el C,-Cg y entre el Cg-C,. Adicionalmente, debido a su caracter conjugado,
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el anillo aromético es capaz de modular fuertemente la polarizabilidad electrénica

proporcionando bandas Raman caracteristicas muy intensas.

Figura 21. Estructura de la fenilalanina
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= Raman de fenilalanina

El espectro Raman del fenilalanina se muestra en la Figuras 22. La asignacion de
frecuencias fue realizada usando como referencia el caso de derivados de benceno
monosustituidos (Mary y col., 2011), datos publicados para fenilalanina y moléculas
relacionadas (Pflu y col., 2010; Herndndez y col., 2013; Zhu y col., 2011; Fischer y Eysel,
1992) y frecuencias de grupo caracteristicas (Varsanyi, 1969; Lin-Vie y col., 1991). Las
posiciones de las sefiales son presentadas en la tabla 5. La banda mas intensa en el
espectro Raman de fenilalanina corresponde a la vibracion de respiracién del anillo
aromatico en 1004 cm™, vibracion tipica de compuestos aromaticos monosustituidos; esta
vibracion es similar a la que aparece en 1009 cm™ en Trp, que sufre un desplazamiento
debido a la diferencia en la simetria de sustitucion. Esta banda constituye uno de los
marcadores mas importantes de la presencia de este aminoacido en biomoléculas mas

complejas.

El anillo aroméatico posee 5 vibraciones de tension, que aparecen en el espectro Raman
en 1602, 1586, 1438, 1308 y 1033 cm™. De estas bandas, varias son consideradas
marcadores de Phe en espectros de moléculas mas complejas, estas son las sefiales en
1586 cm™, que proviene de las tensiones fuera de fase del anillo, la banda en 1602 cm™
que se asigna a la tension en fase de los enlaces C-C del anillo y la de 1033 cm™ que
corresponde al movimiento en fase de las vibraciones de tension C-C en el anillo

aromatico acopladas con la vibracién en fase de las flexiones C-C-H del anillo.
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Figura 22. Espectro Raman de Fenilalanina. Linea de excitacién: 785 nm (laser de
diodos), potencia ~25 mW. Tiempo de integracién: 30 s (40 acumulaciones). Rejilla 600

l[ineas/mm.
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En bencenos monosustituidos se esperan que las vibraciones de flexion C-H en el plano
se encuentren en la regién de 1100 a 1200 cm™; en el caso particular de Phe, estas
vibraciones se observaron para las bandas en 1186 y 1155 cm™. Por otro lado, las
vibraciones de deformacion C-H fuera del plano se esperan en la region de 1000-730
cm™; por lo general, este tipo de vibraciones muestran bandas mas débiles para los de
mayor numero de onda mientras que los de mas bajo son las mas fuertes. En el espectro
Raman de Phe, estas bandas aparecen en 953 y 833 cm?, siendo efectivamente mas

intensa la banda en 833 cm™.

Otras bandas relacionadas con las vibraciones del anillo aromético son las que aparecen
en 1205, 748, 684, 622, 606 y 468 cm? La primera de estas, la banda en 1205 cm? se
asignod a la vibracion de tension de la cadena lateral entre los Cg-C, acoplada con el
movimiento en fase de la tensién de los carbonos en el anillo aromatico; la segunda, la
sefial en 748 cm™ puede ser definida como una de las vibraciones de respiracién simétrica
del anillo fenilo, y por Gltimo, las bandas en 684 y 468 cm™ corresponden a flexiones fuera

del plano del anillo aromético, mientras que las de 622 y 606 cm™ a flexiones en el plano.
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Tabla 5. Asignacion Raman y SERS para Fenilalanina en el rango 1800- 400 cm™

Asignacion
468 Flexién del anillo fuera del plano
525 Flexion COO
606 Flexion del anillo en el plano
622 620 Deformacion del anillo en el plano
684 Deformacion del anillo fuera del plano
748 Respiracion simétrica del anillo aromético
821 aleteo de CH,, flexion COO’
833 Deformacion C-H fuera del plano
854 Tension C-N, aleteo de CH,
915 930 Tension C-COO
953 Flexion C-H del anillo fuera del plano
1004 1002  Modo de respiracion del anillo
1033 1031 Tension del anillo aromatico, Flexion C-H del anillo
1155 Flexion de H en benceno
1186 Flexioén de H en benceno
1209 1205 Tension C-CgzH5 totalmente simétrico
1308 Tension del anillo aromético
1320 Balanceo de CH,, Flexion de H en benceno
1386  Tension simétrica COO
1411 Flexion CH,
1438 Tension del anillo aromético
1447 Flexion simétrica de NH3", balanceo de NH3"
1586 Tension del anillo aromatico
1602 1602 Tension del anillo en el plano

Por otro lado, algunas bandas relacionadas con el grupo CH, y los grupos amino y
carboxilo y sus alrededores fueron observadas en el espectro Raman de Phe. Las
vibraciones del grupo CH, de la cadena lateral de fenilalanina, se observaron en las

posiciones 1411, 854 y 821 cm™, asignadas a la flexion y aleteo de este grupo,
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respectivamente. Para el grupo amino se encontraron las sefiales en 1447 y 833 cm™ que
corresponden a la flexién simétrica y balanceo de NH;" y a la vibracion de tensién C-N,
respectivamente. Y por dltimo, para el grupo carboxilo las sefiales en 915, 821 y 525 cm™

se asignaron al modo de tensién C-COOQO' y las flexiones COO’, respectivamente.

= SERS de fenilalanina

Fenilalanina puede adsorberse sobre la superficie metélica a través de sus grupos amino
y carboxilo; aunque también tiene otro posible punto de unién, el anillo aromatico. Cuando
el anillo es adsorbido sobre la superficie metalica a través del sistema de electrones T,
esta interaccion provoca un debilitamiento de la fuerza de los enlaces C-C y por tanto un
desplazamiento de aproximadamente 20-30 cm™ del modo de respiraciéon del anillo
simétrico en 748 cm™ comparandolo con el espectro Raman normal. Asi mismo, la
adsorcion a través de este sistema provoca ensanchamientos y desplazamientos de entre
5-15 cm™ en la posicién de las bandas de los modos vibracionales caracteristicos en 1004
y 1033 cm™, que corresponden al modo de respiraciéon simétrico del anillo y a la tension
de los enlaces C-C en benceno acoplada con las flexiones de los H del anillo,

respectivamente.

El espectro SERS de fenilalanina (Figura 23) muestra bandas muy similares a las
encontradas en el espectro RN del aminoacido para los modos vibracionales que
involucran el anillo de benceno. El modo de respiracion del anillo que en es el espectro
RN aparece en 1004 cm™ aparece en el espectro SERS 1002 cm™. Asi mismo, la sefial en
1033 cm™ del espectro RN aparece en 1031 cm™ en el espectro SERS; de igual manera
otros modos del anillo aromético no sufren mayores desplazamientos como puede verse
en la tabla 5. Esto sugiere que el anillo aromatico del aminoacido no es relativamente

perturbado cuando la molécula se adsorbe sobre la superficie de plata.

Ahora bien, cuando el anillo no es perturbado por la superficie, es posible predecir la
geometria relativa del benceno sobre la nanoparticula aplicando las reglas de seleccion
de los modos vibracionales del grupo fenilo. De acuerdo a estas reglas basadas en el
modelo electromagnético, los modos normales a la superficie son relativamente mas

intensificados que los tangenciales. Los modos del anillo de Phe pueden clasificarse en
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tres grupos por sus direcciones vibracionales: vibraciones involucrando modos en el plano
a lo largo de los ejes principales del anillo, eje z y el eje y, y los modos fuera del plano a lo
largo del eje x. Por lo tanto, cuando el plano del anillo es perpendicular a la superficie, los
modos en el plano son correspondientemente mas intensificados y cuando el anillo esta
paralelo a la superficie, los modos fuera del plano son comparativamente mas

intensificados.

Figura 23. Espectro SERS de Fenilalanina. Concentracién: 7.5x10° M. Linea de
excitacion: 785 nm (laser de diodos), potencia 25 mW. Tiempo de integracion: 10s. Rejilla

600 lineas/mm.
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Después de normalizar este espectro usando la intensidad de la banda en 1004 cm™, se
evaluo la intensidad relativa de los modos vibracionales observados en el espectro SERS
y ningun modo fue significativamente mas intensificado que otros, por lo que se llega a la
conclusion que el anillo se encuentra inclinado sobre la superficie; esta geometria es
permitida en modelos moleculares en los cuales el grupo amino o el grupo carboxilo estan

enlazados a la superficie.

Ademas de los modos vibracionales del anillo aromatico, en el espectro SERS se
presenta una banda apreciable en 931 cm™ que se asigné a la vibracion de tension C-
COO' y la aparicion de una banda en 1386 cm™ debida a la vibraciéon de tensién COO’;

esto podria indicar que Phe se adsorbe sobre la superficie de plata a través del grupo
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COO’ y que bajo estas condiciones el grupo carboxilo esta ionizado. Por otra parte, la
ausencia de sefiales en el espectro SERS asociadas al grupo amino, podria indicar que
este grupo no participa en la interaccion con la superficie metalica bajo las condiciones

estudiadas.

3.2.1.3. Tirosina

Tirosina, como todos los aminoacidos esta formado por un carbono central alfa (C,) unido
a un atomo de hidrégeno (-H), un grupo carboxilo (-COOH), un grupo amino (-NH,) y
una cadena lateral que es un grupo fendlico (Figura 24). Se clasifica como un aminoacido
hidrofébico a causa de su anillo aromatico, aunque hay que tener en cuenta que también
contiene un grupo hidroxilo facilmente protonable. Normalmente se encuentra sin carga,

aunque a pH muy basico presenta carga negativa.

Figura 24. Estructura de tirosina

= Raman detirosina

La diferencia estructural entre Tyr y Phe radica en el grupo hidroxilo en posicién para del
anillo aromatico, por lo tanto seria de esperar un comportamiento vibracional similar a
pesar de tener diferentes simetrias; sin embargo, la presencia del hidroxilo en el anillo
aromatico, hace que el espectro vibracional de Tyr (Figura 25) presente cambios drasticos
comparados con el espectro de fenilalanina. A pesar de esto, ya que una de las
caracteristicas mas importantes de Tyr es el anillo aromatico, se puede esperar
razonablemente que se observen vibraciones como las del benceno. Asi, la asignacién de
las bandas de Tyr que se muestra en la tabla 6 y se discute a continuacién esta basada

en asignaciones para anillos aromaticos parasustituidos (Tsuboi y col., 1997), trabajos
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publicados sobre este aminoacido (Fischer y col., 1992; Tsuboi y col., 1998; Siddiqui y
col.,, 2010; Grace y col, 2002) y biomoléculas mas complejas que lo contienen
(Hernandez y col., 2013; Hernandez y col., 2010), ademd&s de vibraciones de grupos

caracteristicos (Varsanyi, 1969; Lin-Vie y col., 1991).

Figura 25. Espectro Raman de Tirosina. Linea de excitacion: 785 nm (laser de diodos),
potencia ~ 25 mW. Tiempo de integracion: 30 s (40 acumulaciones). Rejilla 600

l[ineas/mm.
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Una diferencia marcada entre Phe y Tyr es el modo de respiracion del anillo, el cual es
mucho més parecido al del benceno en Phe que aparece en 1000 cm™, mientras que para
el anillo paradisustituido este se encuentra en 830 cm™, y es el pico mas intenso en el
espectro; asi mismo, esta banda es uno de los componentes del doblete de Fermi
845/830 cm™, doblete que es considerado un indicador de la presencia de tirosina en

material biolégico.

Muchas de las bandas de mayor intensidad en tirosina, son causadas por las vibraciones
del anillo de benceno parasustituido, asi como también otras con intensidades medias a
bajas (ver tabla 6). Algunas de las mas importantes y consideradas marcadores de
Tyrosina son: la banda en 432 cm™ que corresponde a la flexién fuera del plano C-C-C de

anillo aromatico, la banda en 641 cm™ que se presenta con una intensidad media alta y se
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asigna al modo de deformacion del anillo para bencenos para-disustituidos, la banda en

1044 cm™ asignada a un acoplamiento de la flexion C-C-C y C-C-H en el anillo, la sefial en

1179 cm™ correspondiente a una flexion C-C-H de benceno, y las bandas en 1266, 1434,

1516 y 1614 cm™ que provienen de las tensiones C-C del anillo aromatico fuera y en fase.

Tabla 6. Asignacion Raman y SERS para Tirosina en el rango 1800-400 cm™

Raman SERS Asignacién
(cm™ (cm™
432 Flexion fuera del plano C-C-C
640 639 Deformacion del anillo aromético, flexion en el plano C-C-C, vibracién
de deformacion fuera del plano de OH del fenol

714 Flexion C-C-C
798 Aleteo NH,
830 825 Modo de respiracién del anillo aroméatico
845 846 Flexién fuera del plano C-C-C
880 Balanceo de CH2 y flexién C-H cadena

930 Tension C-COO’
940 Aleteo C-H anillo aromatico
986 Flexion del esqueleto Cg-Co-N
1044 1042  Flexién C-C-C y C-C-H anillo aromatico
1100 Tensién C-C-0O benceno, flexiéon C-C-H benceno
1115 Flexién C-C-H benceno, flexién C-O-H benceno, tensién C-C benceno
1154 Flexién C-O-H benceno
1179 1170 Flexién en el plano C-H del anillo benceno totalmente simétrico
1201 1203  Tension C,-Cg, balanceo de NH3*
1214 Flexion en el plano C-OH en el anillo
1248 Flexion en el plano C-OH en el anillo
1266 Tension C-C del anillo aromatico
1327 Tension simétrica COO’
1364 Flexién C-H cadena

1389 Tensidn simétrica COO
1434 Tension C-C anillo aromatico, Tijereteo de CH,
1516 Tension C-C anillo aromatico
1614 Tension C-C anillo aromatico en fase

De la misma manera, tambien se observaron bandas relacionadas con el grupo hidroxilo

del anillo aromético en la region de 1300 a 1100 cm™ donde se espera que aparezcan las

vibraciones de tensién y flexiébn de este grupo, las sefiales relacionadas a estos modos
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aparecen en 1100, 1115, 1154, 1214 y 1248 cm™ y fueron asignadas, la primera a la
tension C-C-O en benceno, y las demas a las flexiones en el plano y fuera de este; asi
mismo, la sefial en 641 cm? podria contener una contribucién de una vibracion de

deformacion fuera del plano del OH del fenol.

Con respecto al esqueleto del aminoacido se identificaron varias vibraciones; las que
provienen del grupo amino y sus alrededores, estas son las sefales en 798, 986 y 1201
cm™ que se asignaron al aleteo de NH,, a la flexién que involucra el esqueleto y el N del
grupo amino C-C-N y a al modo de balanceo de NH;"; asi mismo se registré una banda
relacionada con el grupo carboxilo en 1327 cm™ de intensidad fuerte, que se asigné a la
vibracién de tension simétrica de COO’; y por ultimo, las bandas relacionadas con las
vibraciones C-H de CH, y CH, que aparecen entre 1350y 1450 cm™, una regién donde
no se espera ninguna vibracion relacionada con el anillo benceno, estas son, las sefales
en 1365 y 1434 cm™ debidas al aleteo y tijereteo de CH, junto con una banda débil en 880

cm™ asignada al balanceo de CH, junto con la flexion C-H del carbono a.
= SERS detirosina

El espectro SERS de tirosina se muestra en la Figura 26. Al igual que con Phe y Trp, este
espectro presenta diversos picos relacionados con las vibraciones del anillo aromatico,
esto es, las sefiales en 639, 825, 846, 1042, 1170 y 1203 cm™. De estas, el doblete
caracteristico de Tyr en 830 y 845 cm™ se desplaza ligeramente a 825y 846 cm™en el
espectro SERS y sus intensidades relativas también cambian considerablemente, de
lgao/lg4s=3.5 a lgos/lgae=1.2; esta proporcion del doblete en el espectro RN es afectada
principalmente por el estado del grupo hidroxilo en fenol (libre, enlaces de H o ionizado).
Para una solucion acuosa de Tyr a pH 12 donde el grupo hidroxilo del fenol esta
totalmente ionizado, la proporcién de estas dos bandas es de 1.12; a partir de esta
consideracion, se podria concluir que el grupo hidroxilo del fenol de la tirosina adsorbida
sobre el coloide de plata a pH neutro, que es como se realizaron los experimentos SERS,
esta probablemente ionizado; sin embargo, esto solo seria cierto si se asume que la
proporcion de intensidades del doblete de Fermi no se afecta significativamente por la
interaccion de Tyr con la superficie de plata pero si el valor del pKa de grupo fendlico que

puede cambiar significativamente por la adsorcion sobre la superficie. Si esto fuera
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verdad, entonces seria muy posible que el oxigeno interactuara directamente con la
superficie de plata a través de sus electrones disponibles; sin embargo, las bandas
debidas al grupo fendlico son muy débiles en el espectro SERS, sugiriendo que la

interaccion no ocurre a través de este grupo.

Figura 26. Espectro SERS de Tirosina. Concentracion: 1x10° M. Linea de excitacion: 785

nm (laser de diodos), potencia 25 mW. Tiempo de integracion: 10s. Rejilla 600 lineas/mm.
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El andlisis detallado del espectro SERS de Tyr sugiere que la interaccion ocurre a traves
del grupo carboxilo, ya que al igual que el espectro SERS de Phe, el espectro SERS de
Tyr muestra una fuerte intensificacion de los modos de tensién simétricos de COO" y de la

tension C-COO™ en 1389 y 930 cm™, respectivamente.

3.2.1.4. Cisteina

La cisteina es un aminoacido no esencial, es decir, que puede ser sintetizado por los
humanos y es una molécula precursora de numerosos metabolitos azufrados necesarios
para el desarrollo de la vida; posee un grupo tiol (Figura 27), lo que le confiere una gran
reactividad, pero es también gracias a este grupo no polar, que por lo general se le
clasifica como un aminoacido hidrofobico. El grupo tiol en la cadena lateral suele participar
en reacciones enzimaticas actuando como nucledfilo. El tiol también es susceptible a la

oxidaciéon para dar lugar a un puente disulfuro entre dos moléculas de cisteina mediante
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un enlace covalente fuerte. Este enlace es muy importante en la estructura, plegamiento y
funcion de las proteinas, facilitando la estabilidad de las mismas. Asi mismo, el tiol de
cisteina es capaz de donar y aceptar protones para formar puentes de hidrégeno
intramoleculares lo cual también contribuye a la estabilizacion de la estructura secundaria

de las proteinas.

Figura 27. Estructura de Cisteina
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Un aspecto importante de la gran reactividad del grupo tiol de la cisteina es su gran
afinidad por los iones metalicos. Se une a metales como hierro, zinc, cobre o niquel,
originando proteinas enlazadas a metales que son esenciales para el desarrollo de la
vida. Pero ademés el grupo tiol de la cisteina tiene también una gran afinidad por los
metales pesados y existen proteinas que enlazan cadmio, mercurio, plomo, como

sistemas defensivos frente a estos contaminantes.
= Raman de cisteina

El espectro Raman de cisteina se muestra en la Figura 28; la asignacion vibracional se
realiz6 basada en trabajos previos sobre este aminoécido (Fleming y col., 2009; Kieninger
y Ventura, 2010; Aryal y col., 2006; Pawlukoj¢ y col., 2005) moléculas méas complejas que
lo contienen (Podstawka y col., 2004; Brolo y col., 2002; Gargaro y Barron, 1993) vy
vibraciones de grupos caracteristicos (Lin-Vie y col., 1991). Las posiciones de las sefales

son presentadas en la tabla 7.

El espectro Raman de Cys esta dominado por las vibraciones de los grupos amino y
carboxilo. En el caso del grupo carboxilo, pueden encontrarse sefiales asignadas al
balanceo, flexion y torsion del COO™ en 535, 805 y 822 cm?, respectivamente, asi como

también, una sefial debida a la tension de este mismo grupo en 1398 cm™. Para el grupo
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amino se encontraron diversas sefales; un par de bandas de intensidad baja y media en
1007 y 1068 cm™ que se asignaron al modo de balanceo de NH;", una banda de mediana
intensidad en 1345 cm™ debida la flexién simétrica de NH;", y finalmente dos sefiales

débiles en 1574y 1611 cm™, que proviene de la flexion asimétrica de NH3".

Figura 28. Espectro Raman de cisteina. Linea de excitacion: 785 nm (laser de diodos),

potencia ~25 mW. Tiempo de integracion: 30 s (40 acumulaciones). Rejilla 600 lineas/mm.
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Las frecuencias correspondientes a los diferentes modos de vibracién que afectan a los
grupos CH y CH, se observan en su mayoria como sefiales débiles en el espectro
Raman. Estas aparecen en 772, 1199, 1292 y 1424 cm™ para el balanceo, torsion, aleteo

y flexion del grupo CH,, y en 1108 y 1267 cm™ para la flexién y balanceo C-H del CH.

Por otro lado, la caracteristica estructural que diferencia el espectro vibracional de Cys
esta relacionada con el grupo tiol y los enlaces cerca al &tomo de S. Las vibraciones de
tension C-S se puede encontrar en el rango de 580-740 cm™, dependiendo de la
estructura primaria de la biomolécula y del microambiente; para el aminoacido, en esta
region aparecen dos bandas asignadas a esta vibracién, en 639 y 691 cm™, la primera de
ellas siendo la mas intensa en el espectro. También es tipica la tension S-H cerca de
2560-2590 cm™ que es considerado uno de los marcadores mas ltiles de la presencia de
este amino&cido en biomoléculas y aunque no aparece en la Figura 28 ya que aqui solo

se considero la region de 400-1700 cm™ si se observo experimentalmente. Otras sefiales
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relacionadas con las vibraciones que involucran el &tomo de S aparecen en 442y 941 cm’

! asignadas a la flexion C-C-N y a la flexion S-H, respectivamente.

Tabla 7. Asignacion Raman y SERS para Cisteina en el rango 1800-400 cm™
Raman SERS Asignacién

(cm™ (cm™
442 445 Flexiéon C-C-N

535 536 Balaceo COO’
639 641 Tension C-S
691 691 Tension C-S
772 775 Balanceo CH,

805 Flexién COO
822 822 Aleteo COO’
868 Tension C-C
910 Tension C-COO
941 Flexion S-H
1007 Balanceo NH3"
1054 Tensién C-N
1068 Balanceo NH;"
1108 Flexion C-H
1199 1203 Torsion CH,
1270 Balanceo C-H

1292 1295 Aleteo CH,
1344 1344  Flexion simétrica NH;"
1398 1398 Tensioén simétrica COO

1424 Flexion CH,
1573 Flexion asimétrica NH3"
1613 Flexién asimétrica NH3"

= SERS de cisteina

El espectro SERS de Cys a una concentracion final de 1x10° M en la solucién coloidal de
plata es presentado en la Figura 29. Como en los espectros SERS de los otros
aminoacidos estudiados, la intensificacion de la banda en 1398 cm™ debida a la tension
simétrica COO" sugiere que el grupo carboxilato podria interactuar con la superficie de la
nanoparticula de plata; esta interaccion se apoya con la presencia de la aparicion de la

banda en 910 cm™ asignada a la vibracién de tensién C-COO" y de la intensificacién de

97



las sefiales correspondientes a las vibraciones de balanceo y aleteo de COO™ en 536 y
822 cm™, respectivamente. Adicionalmente, en este espectro se puede observar la
intervencion del mecanismo de transferencia de carga entre el adsorbato y la superficie de
plata, ya que las vibraciones de balanceo, torsion, aleteo y flexion de CH, que carecen de
electrones T o pares solitarios, en 775, 1203, 1295 y 1424 cm™ son también intensificados
posiblemente a través de la transferencia de carga desde el grupo COO’ rico en
electrones. La aparicion de todas estas bandas en el espectro SERS indican que el grupo

carboxilato probablemente este quimicamente enlazado a la superficie de plata.

Figura 29. Espectro SERS de Cisteina. Concentracion: 1x10° M. Linea de excitacion: 785

nm (laser de diodos), potencia 25 mW. Tiempo de integracion: 30s. Rejilla 600 lineas/mm.
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Por otro lado, la banda amplia y fuerte en 1054 cm™ puede ser asignada a la vibracién de
tensién C-N, la cual no aparece en el espectro Raman normal de la Figura 28. La
intensificacién de esta sefial podria ser tomada como evidencia de la interaccién entre el
grupo amino y la superficie metalica, a pesar de la notable desaparicién de 4 de las 5
vibraciones de flexion relacionadas con el grupo NH;", ya que solo la vibracion de flexién

simétrica en 1344 cm™ aparece en el espectro SERS.
Otro aspecto importante del espectro SERS y que no se muestra en la Figura 29 es la

ausencia de la banda de tension S-H que aparece en el espectro Raman normal cerca de

2570 cm™, lo que podria indicar que el grupo tiol esta ionizado cerca de la superficie
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metdlica. Asi mismo, es considerable la gran intensificacién y ensanchamiento de las
sefiales en 641 y 691 cm™ correspondientes a la tensién C-S; esta caracteristica junto con
la desaparicion de la tension S-H podrian indicar que el atomo de azufre interacciona

fuertemente con la superficie de plata.

La Figura 30 muestra los tres conformeros rotacionales de Cys, denominados Py, Pc y Py.
De estos, la conformacion Py pareceria ser la que esta contribuyendo a la adsorcién sobre
el metal, ya que los tres grupos funcionales (COO", NH;" y SH) podrian interactuar con la
superficie simultaneamente, como lo sugieren los datos en el espectro SERS del
aminodcido; mientras que en las conformaciones Py y P tan solo dos grupos funcionales

interactuarian directamente.

Figura 30. Conformeros rotacionales de cisteina

SH SH SH
oo NHy! H COO: NH,*
H H H H H H
NH,* coo’ H
Pn Pc Py

El conformero Py se encuentra solamente en los cristales ortorrombicos, mientras que los
conformeros Py y Py se encuentran en cristales monoclinicos. El espectro Raman normal
de un cristal ortorrémbico exhibe una banda en 691 cm™ que es adscrita al confomero Py
y en el cristales monoclinicos se encuentra adicionalmente otra banda en 735 cm™
adscrita a los rotameros Py y Py. De acuerdo al espectro SERS de Cys se concluye que la
molécula se enlaza a la superficie de plata a través del atomo de azufre y también de los

grupos carboxilo y amino, tomando la conformacion rotacional Py.
3.2.1.5. Lisina
Lisina hace parte del grupo aminoacidos cargados positivamente. La carga positiva extra

de Lys proviene del grupo NH, al final de la cadena lateral (Figura 31); de manera que Lys

tiene dos grupos amino (a-amino y €-amino). El e-amino es facilmente protonable y a
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menudo participa en puentes de hidrégeno, por tanto se considera que Lys actia como
una base, al igual que arginina e histidina.

Figura 31. Estructura de Lisina

H5N
OH

wt

HN H
La predominancia de una forma iénica u otra del grupo amino en solucion depende del
pH, ya que este puede existir en solucidon acuosa en cuatro formas, tal como se muestra

en la Figura 32.

Figura 32. Formas idnicas de Lys en solucion

COOH Ccoo ™ Ccoo™ Cco0 —
4 Ki + | K5 | Kg |
HiN—C—H =——=> H;N—(C—H —— H,N—(—H —/—==H,N—C—H
‘ 2.18 ‘ .95 o | 10.79 ‘
(CHy), (CH»), (CHy)y (CH>).
| | e | |
§H3 EH3 EHS NH,
R2+ R+ RU R_

= Raman de Lisina

El espectro Raman de Lys se muestra en la Figura 33. La asignacion de bandas se realiz6
basandose en trabajos publicados sobre este aminoacido y moléculas que lo contienen
(Zhu y col., 2011; Hernadez y col., 2010), asi como también de frecuencias de grupo
caracteristicas (Lin-Vie y col., 1991). Las posiciones de las sefiales son presentadas en la
tabla 8. A partir de la estructura molecular de Lys (Figura 31), es de esperar vibraciones
relacionadas con los grupos amino y carboxilo junto con vibraciones del esqueleto

alifatico, CH,, CH y tensiones C-C.
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Figura 33. Espectro Raman de lisina. Linea de excitacion: 785 nm (laser de diodos),

potencia ~25 mW. Tiempo de integracion: 30 s (40 acumulaciones). Rejilla 600 lineas/mm.
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Generalmente, los grupos NH;" de lisina no muestran bandas muy intensas en el espectro
RN en la regién de 1800-500 cm™, estas bandas se pueden observar mejor en el espectro
Infrarrojo como bandas intensas alrededor de 3180 cm™ debidas a la tensién de los
grupos a-amino y €-amino (Xu y col., 2002). Sin embargo, en el espectro Raman normal
de Lys registrado se pueden observar algunas bandas débiles en la region de 1150 a

1300 cm™ que fueron asignadas a los diferentes modos de flexién de los grupos amino.

En cuanto a las vibraciones del esqueleto alifatico, se pueden hallar los modos de tension
C-Ny C-C en la region de 850 a 1100 cm™, siendo la banda en 1052 cm™ correspondiente
a la tension C-N la mas intensa en el espectro Raman normal de Lys. Los modos de
flexion, aleteo, balanceo y torsion de CH y CH, se encuentran principalmente en la zona
de 1300 a 1500 cm™. Asi mismo, con respecto al grupo COO’, se encontraron las bandas
en 1621y 1580 cm™ que se asignaron a la tension asimétrica del carboxilato, la banda en
937 cm™ debida a la tension C-COO' y un par de bandas por debajo de 800 cm™, en 477 y

554 cm™ correspondientes a diferentes modos de deformacion del grupo COO'.
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Tabla 8. Asignacion Raman y SERS para Lisina en el rango 1800-400 cm™

Raman SERS Asignacién
(cm?) (cm?)

477 Flexion COO

554 Flexion COO

865 850 Tension C-C

916 Tension C-C

937 936 Tension C-COO

961 Tension C-C

1008 1001 Tensién C-N, Tensién C-C
1052 Tensién C-N, Tensién C-C
1163 1143  Aleteo NH;"*, Flexion CH,
1204 Flexion NH3"

1243 1240  Flexion NH3"
1260 1275  Flexion NH3"

1320 Aleteo CH,

1345 Flexion CH

1360 Torsién CH,
1397 Tensién COO

1422 Balanceo CH,

1439 Flexion CH,, Flexion CH
1455  Flexién CH,

1471 Flexion CH,

1580 Tensién asimétrica de COO

1621 Tension asimétrica de COO

= SERSde Lisina
Se obtuvo un espectro SERS de Lys a una concentracion final de 1x10®° M en la solucién

coloidal (Figura 34). Los resultados sugieren que Lys interacciona con la superficie de

plata a través tanto del grupo amino como del grupo carboxilo. Esta afirmacién se apoya
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en la aparicion del modo caracteristico de tension COO” en 1397 cm™ que no aparece
en el espectro RN y del modo de tensién C-COO" en 936 cm™, lo que sugiere que el grupo

carboxilato bajo las condiciones estudiadas interacciona con la plata.

Figura 34. Espectro SERS de Lisina. Concentracion: 1x10° M. Linea de excitacion: 785

nm (laser de diodos), potencia 25 mW. Tiempo de integracion: 30s. Rejilla 600 lineas/mm.
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Por otro lado, las vibraciones de los diferentes modos de flexion del grupo amino que en
el espectro Raman normal son apenas distinguibles, se ven fuertemente intensificados en
el espectro SERS y aparecen en 1143, 1240y 1275 cm™, estas bandas junto con la sefial
sobresaliente en 1001 cm™ correspondiente a tensién C-N permiten inferir que la
interaccion ocurre a través de los grupos amino de Lys, probablemente gracias a la
interaccion electrostatica entre la carga positiva del grupo NH5" y la carga negativa sobre

la superficie del coloide de plata.
3.2.1.6. Valina

De los 20 aminoé&cidos que utilizan las células para sintetizar las proteinas, cinco estan
constituidos por moléculas puramente alifaticas, sin contener grupos funcionales extra,
como por ejemplo, heterodtomos o cromoéforos en sus cadenas laterales, estos son
glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina. De estos valina es el tercero mas simple y es

considerado un AA ramificado que cristaliza en dos formas: gauche y trans. En su
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estructura se encuentra el grupo amino y carboxilo sobre el carbono a y una cadena

lateral alifatica ramificada (Figura 35).

Figura 35. Estructura Molecular de Valina

CH;

HsC OH
H,N H

\\‘\

= Raman de Valina

Valina es uno de los amino&cidos alifaticos, por tanto las vibraciones esperadas son las
relacionadas con los grupos carboxilo, amino y del esqueleto del aminoacido. Su espectro
RN se distingue muy facilmente por la posicion de las bandas que corresponden a las
vibraciones de los grupos alquilicos de su cadena lateral y a los modos de tensién C-C.
De igual forma su espectro SERS (Figura 37) se puede diferenciar por estas dos mismas

caracteristicas estructurales.

En la Figura 36 se muestra el espectro RN de Valina. Las posiciones de las bandas son
presentadas en la tabla 9. En la region de 500-900 cm™ se esperan las bandas de las
flexiones del grupo COO". La banda maés intensa del espectro en 540 cm™, corresponde
al modo de balanceo de COO'. Las sefiales en 664 y 776 cm™ corresponden al modo de
torsion de COO", mientras que las bandas en 752 y 824 cm™ se asignaron a los modos
de flexién de aleteo vy tijereteo de COO’, respectivamente. Por otro lado, las vibraciones
entre 903 y 965 cm™ son debidas en su mayoria a vibraciones de tensién C-C y las

sefiales en 1028, y 1066 cm™ provienen de los modos de tensién C-N.

En la regién de 1100 a 1200 cm™ hay varias vibraciones debidas a las flexiones de
balanceo de NH;*. La banda en 1272 cm™ se asigné a la deformacién del CH y las bandas
entre 1300-1400 cm™ son en general producto de las flexiones de CH y CHs. Las sefiales

en 1397 y 1427 cm™ son asignadas a la deformacion simétrica de CHs, mientras que la
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banda en 1452 cm™ se asigno a la deformacién asimétrica. Por Ultimo las bandas en 1508

y 1634 cm™ se asignaron a la tension del enlace C-N y a la deformacion del NH5".

Figura 36. Espectro Raman de Valina. Linea de excitacion: 785 nm (laser de diodos),

potencia ~25 mW. Tiempo de integracion: 30 s (40 acumulaciones). Rejilla 600 lineas/mm.
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= SERS de Valina

El espectro SERS de valina se presenta en la Figura 37; éste se obtuvo a una
concentracion final de Val de 1x10° M. Este espectro refleja la naturaleza alifatica de la
molécula, ya que la mayor parte de las bandas que se registraron corresponden a los
modos vibracionales de los grupos CH y CHs;, en las posiciones 1213, 1356, 1422 y 1455

cm™ correspondientes a los diferentes modos de flexion de CHy CHs.

Otras bandas intensificadas en el espectro son las que provienen de vibraciones
relacionadas con el grupo amino en 1057 y 1541 cm™ debidas a las vibraciones de
tension C-N, lo que sugiere que este grupo se encuentra interaccionando con la superficie
metalica. Por otro lado, la ausencia de cualquier tipo de sefial asignada al grupo carboxilo
en el espectro SERS, podria tomarse como evidencia de que este grupo funcional no

participa en la interaccion con la superficie metalica.
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Figura 37. Espectro SERS de Valina. Concentracion: 1x10° M. Linea de excitacion: 785

nm (laser de diodos), potencia 25 mW. Tiempo de integracion: 30s. Rejilla 600 lineas/mm.
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Tabla 9. Asignacion Raman y SERS para Valina en el rango 1800-400 cm™

Raman SERS Asignacién

(cm™) (cm™)

469 Torsion de NH3"

540 Balanceo de COO’

664 Torsion de COO’

752 Aleteo de COO”

776 Torsion de COO’

824 Tijereteo de COO

849 Tension C-C

903 Tension C-C

949 Tension C-C

965 Tensiéon C-C

1025 Tensién C-N

1066 1057 Tensién C-N

1125 Balanceo de NH;"

1145 Balanceo de NH;"

1179 Balanceo de NH;"

1191 Balanceo de NH;"

1272 1213 Tijereteo CH

1321 Tijereteo de CH; 0 CH

1352 1356 Tijereteo de CH; 0 CH

1397 Flexion simétrica en el plano de CH;
1427 1422  Flexion simétrica en el plano de CHs
1452 1455 Flexién asimétrica en el plano de CHs
1508 1541 Tensién C-N

1634 Tijereteo de NH;"
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3.2.2. PEPTIDOS: Somatostatina y sus anélogos sintéticos.

La asignacion inicial de las bandas en el espectro RN de los compuestos puros constituye
informacion crucial para la posterior interpretacion del espectro SERS, ya que una
asignacion clara permite proponer un camino de interaccién de las moléculas investigadas
con la superficie metélica. Por lo tanto, la obtencion e interpretacion de los espectros
Raman de los péptidos constituye un primer paso imprescindible para los objetivos del

presente trabajo.

Para el andlisis vibracional de los péptidos se enfoco la discusion en la regién de 400 a
1800 cm™, ya que es alli donde se puede obtener la informacién mas util sobre el
esqueleto peptidico y los modos vibracionales de las cadenas laterales de los
aminodcidos presentes en los mismos. Cabe destacar que algunas de las moléculas
consideradas en esta tesis no habian sido estudiadas con anterioridad mediante técnicas
de espectroscopia vibracional o en algunos otros, los estudios presentados son parciales
y no se realiza un analisis completo de los mismos, por lo que ha sido necesario un
trabajo previo de asignacion de los espectros Raman obtenidos. Por otro lado, existen
diversos estudios espectroscoépicos reportados sobre los aminoacidos que hacen parte de
su cadena peptidica y de algunos péptidos analogos 0 mas cortos con secuencias
similares. Basados en estos resultados y en los propios, se propondra una asignacion

vibracional tentativa para los espectros Raman de SST y sus analogos.

3.2.2.1. Somatostatina

La Somatostatina y sus analogos, son moléculas muy importantes desde el punto de vista
biol6gico y medico; sin embargo una de las razones por las cuales se escogieron como
moléculas de referencia en este trabajo esta relacionado con sus propiedades
fisicoquimicas y su dindmica estructural en medio acuoso. En el caso especifico de SST,
a pHs cercanos al fisiologico, este péptido presenta un caracter cationico gracias a las
tres cargas positivas sobre los grupos amonios ubicados ya sea en la posicién N terminal
0 en las cadenas laterales de los aminoacidos Lisina en las posiciones 4 y 9 (Figura 8).
Esta caracteristica podria obviamente facilitar el enlace del péptido a las nanoparticulas
metdlicas cubiertas por iones cargados positivamente. Asi mismo, debido al balance
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hidrofébico/hidrofilico de los aminoacidos presentes en SST, se demostro en trabajos
previos que a concentraciones en el rango submilimolar el péptido no es estructurado,
pero que este comportamiento cambia cuando se incrementa la concentracion al rango
milimolar donde presenta una tendencia a adquirir una estructura (Hernandez y col., 2009;
Hernandez y col., 2014), debido probablemente a la prevalencia de las interacciones de

las cadenas laterales hidrofobicas (aromatico-aromatico y aromatico-alifatico).

Particularmente, a concentraciones mayores de 20 mM, el péptido muestra una clara
inclinacion a formar autoensambles altamente ordenados denominados nanofibrillas,
esferulitas y nanofibras (Van Grondelle y col., 2007; Van Grondelle y col., 2013). Por lo
tanto, SST puede considerarse un compuesto molecular interesante para analizar los

procesos de agregacion alrededor de nanoparticulas metalicas plasmoénicas.
= Raman de Somatostatina

El primer espectro Raman de SST fue publicado en 1980 (Hans y Rivier, 1980) y se
obtuvo a partir de una solucion altamente concentrada (60 mM) tanto en solucién acuosa
como en agua deuterada. En ese reporte se asignaron las bandas més intensas
observadas en el espectro pero la resolucién espectral, especialmente en la regién de la

amida | y lll no fue suficiente para un analisis detallado.

La Figura 38 muestra el espectro Raman normal de SST en solucién acuosa a una
concentracién 1x10%M en el rango de 400 a 1800 cm™ excitado con un laser de diodos a
785 nm. Las posiciones de las sefiales son presentadas en la tabla 10. Las bandas mas
intensas provienen de los residuos aromaticos de las cadenas laterales. En lo que se
refiere a la cadena principal del péptido, la regiéon denominada amida | (1700-1625 cm™)
junto con la correspondiente sefial de tension del enlace S-S, esto es, en la regién de 490-
540 cm™, contiene una gran cantidad de informacién relativa a las propiedades
conformacionales globales y locales de SST, que seran comentadas a continuacion. En
general, es evidente que las sefiales Raman son en su mayoria asociadas con los modos
vibracionales caracteristicos de los residuos aromaticos Phe y Trp presentes en la

secuencia de aminoacidos del péptido.
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Las banda mas intensa de SST en 1003 cm™ corresponde al modo vibracional de
respiracion del anillo aromatico en Phe. A frecuencias més bajas, en la regién de 500
cm™ a 600 cm™ se destaca una sefial en 510 cm™ que se asigné a la vibracion de tension
S-S, del puente disulfuro entre los residuos Cys*-Cys'*. Asi mismo, la banda en la region
de 600-700 cm™, esto es en 622 cm?, corresponde al modo vibracional de deformacion
del anillo aromético en fenilalanina (Proniewicz y col., 2013; Podstawka y col., 2004). La
sefial a 760 cm™ se asocia al modo de respiracion del grupo pirrol en triptéfano, mientras
que la banda en 880 cm™, podria asignarse a otra de las bandas marcadoras de Trp, que
corresponde a la vibracion de tijereteo de los hidrogenos en el anillo indol y a una
deformacién N-H (Proniewicz col., 2013); aunque también, se han reportado sefales
cercanas, en 877 cm™ en estudios vibracionales de cisteina (Fleming y col., 2009)
asignada a la tension C-COO" y en el espectro Raman de lisina (Zhu y col., 2011) con

intensidades medias.

Figura 38. Espectro Raman de Somatostatina en solucién acuosa 1x10? M. Linea de
excitacion: 488 nm (Laser Ar’), potencia ~250 mW. Tiempo de integracion: 30 s (40

acumulaciones). Rejilla 1200 lineas/mm.
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A frecuencias mayores a 1000 cm™, aparece una banda en 1033 cm™ asignada al modo
de flexion en el plano del enlace C-H del anillo aromatico, que junto con la banda en 1003

cm™ son consideradas como un doblete caracteristico de Phe. A esta Ultima, le sigue una
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sefial en 1080 cm™ que se ha sugerido se debe al tijereteo de los H en el anillo pirrol en

Trp.

En la region de 1100-1210 cm™ se observan tres bandas, dos débiles en 1158 cm™y 1184
cm? y otra de intensidad media en 1207 cm?, las tres son consideradas bandas
marcadoras de Phe, estas dos Ultimas corresponden a las vibraciones de combinacion de
la flexion C-H en el plano con una tensién del anillo (Podstawka y col., 2004) y a la tension

de los C aromaticos en Phe.

Tabla 10. Asignacién Raman y SERS para el péptido SST en el rango 1800- 400 cm™

Raman SERS Ag SERS Au Asignacién propuesta

(cm™) (cm™) (cm™)

510 498 491 Tension S-S

622 622 620 Phe

760 758 752 Trp

880 878 873 Trp

1003 1003 1003 Phe

1033 1031 1030 Phe

1080 Trp

1158 Phe

1184 Phe

1207 1206 1204 Phe

1243 Amida Il

1340 1340 1352 Trp, aleteo CH,

1362 1362 Trp

1458 Flexién de CH,, Flexion asimétrica de CH;
1522 Trp

1551 1551 Trp

1578 Trp

1585 Phe

1606 1604 1606 Phe
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En la regi6on de 1300-1500 cm™ se puede observar parte de la contribucion de las
cadenas laterales alifaticas al espectro Raman de SST. Las bandas en 1340, 1362, 1438
y 1458 cm™ que aparecen en esta zona podrian asignarse a vibraciones de deformacion
en el plano C-H, que estan presentes en todos los aminoacidos de la cadena peptidica de
SST y que de hecho, han sido reportados para todos ellos alrededor de estas posiciones
(Podstawka y col., 2004; Zhu y col., 2011; Hernandez y col., 2010; Proniewicz y col.,
2013). Sin embargo, en este mismo sector también se pueden observar los modos de
vibracion correspondientes al conjunto de sefiales de Amida 11l (1310-1210 cm™) que en
su mayoria provienen de flexiones N-H, muy importantes en péptidos y proteinas, ya que
dan amplia informacion acerca de la conformacién de estas biomoléculas; también en
esta region se encuentran dos bandas marcadoras de Trp muy importantes, conocidas
como el doblete de Fermi del triptéfano, en posiciones cercanas a 1340 cm™ y 1359 cm™
que Takeuchi y colaboradores (Takeuchi, 2003) han atribuido a la resonancia entre una
banda de vibracion fundamental en el plano (con una contribucibn mayoritaria de la
tensién NC=) y una o0 mas bandas de combinacién de vibraciones fuera del plano. Por otro
lado, las dos bandas que le siguen (1438 y 1458 cm™) son producto de las vibraciones

de deformacion en el plano C-H alifaticas.

Las bandas en 1551 y 1578 cm™ de intensidad media, podrian asignarse a la vibracion de
tension del esqueleto del anillo indol (Takeuchi, 2003) y a la vibracion de tension del
esqueleto en el anillo aromatico y de pirrol, respectivamente; estas dos bandas son
consideradas también marcadores de triptéfano en estudios vibracionales de péptidos y
proteinas; la primera de ellas, reconocida como un marcador conformacional que indica la
magnitud del &ngulo de torsion de la cadena lateral indol. Por Gltimo la sefial en 1606 cm™
de intensidad media se ha asignado a una tensién del anillo en el plano en Phe
(Podstawka y col., 2006).

= Adsorcién de los péptidos sobre las nanoparticulas metélicas

El proceso de adsorcién de los péptidos sobre las superficies metélicas es un factor clave
que determina la posibilidad de observar sefiales SERS intensas. Esta adsorcion puede
en principio ser monitoreada con el espectro de extincion, ya que la adsorcion induce la

agregacion de la nanoparticulas en la suspension, debido a la variacién de la carga
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superficial tras la adsorcion de los péptidos, que trae como consecuencia una disminucion
o desplazamiento de la banda de resonancia plasmoénica a mayores longitudes de onda o

la aparicion de nuevas bandas.

Los espectros de extincion adicionalmente pueden servir como guia para la eleccion de la
fuente de excitacién adecuada para la obtencion de los espectros SERS. En este trabajo,
se probaron diferentes fuentes de excitacion: 473, 514, 532, 632.8 y 785 nm para los

distintos péptidos estudiados.

= Resonancia plasmoénica de las nanoparticulas activadas por la adsorcion de
SST

En general, la posicion de la banda de resonancia plasmonica depende tanto del tamafo
de particula, como del tipo de agentes agregantes utilizados. Para los experimentos
SERS con somatostatina no fue necesario utilizar ningun tipo de agente agregante para
activar los coloides de plata y oro, procedimiento que es comun en las implementaciones
experimentales de la técnica; es decir, SST fue capaz de inducir por si misma la
agregacion de las nanoparticulas metdlicas, actuando como activador de la adsorciéon y
como agente agregante, como queda de manifiesto en las graficas de la Figura 39, que
muestran el espectro de resonancia plasmoénica obtenido en un amplio rango de
concentraciones del péptido sobre oro (izquierda, A) y plata (derecha, B),
respectivamente. Estos espectros revelan también grandes diferencias en el

comportamiento de adsorcién de SST sobre las superficies metalicas.

La agregacion de las nanoparticulas puede seguirse mediante la disminucion de las
bandas en 405 y 545 nm, que corresponden a las bandas de resonancia plasmonica de
las nanoparticulas de Ag y Au aisladas, respectivamente. De estas graficas puede verse
gue la agregacion de las nanoparticulas de oro es muy efectiva incluso a concentraciones
muy bajas; mientras que las de plata, requieren un incremento de la concentracion a por
lo menos 10 uM para observar una disminucion apreciable de la banda de extincion como
resultado de la agregacion. Este efecto se puede atribuir a que sobre las nanoparticulas
de oro en suspension coloidal existe una mas baja superficie disponible, a la alta afinidad

de SST por el oro y a las diferentes composiciones quimicas superficiales de las
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nanoparticulas estudiadas (iones citrato sobre la superficie de oro e iones de CI" sobre

plata).

Figura 39. Espectro de extincion de nanoparticulas de oro (A) y plata (B) con diferentes

concentraciones de SST.
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Por otro lado, como ya se mencioné en secciones anteriores, la maxima sensibilidad
SERS se logra cuando la longitud de onda de excitacion es cercana a la banda de
resonancia plasmoénica activa de las nanoparticulas, esto es, la que aparece tras la
agregacion o activacion del coloide. En el caso de las AuNPs la sensibilidad 6ptima SERS
se logré con particulas relativamente grandes (103 nm); éstas nanoparticulas resultaron
Optimas debido a que existe una cantidad baja de iones citrato en la superficie,
comparada con el método normal de sintesis de nanoparticulas usando citrato de sodio, lo
gue permite una mas facil adsorcién del péptido, y a la coincidencia de la longitud de onda
de excitaciébn empleada en las mediciones con la banda de resonancia plasmoénica activa
de las mismas, que para este caso, resulta ser la segunda banda en 780 nm que aparece

cuando se incrementa la concentracion del péptido (Figura 39A).

El mismo tipo de estudio se realizé en el caso de las AgNPs como soporte de SST. Al
igual que con oro, la adsorcién del péptido sobre las nanoparticulas de plata conduce a la
disminucion de la banda de resonancia plasménica de las nanoparticulas aisladas y a la

aparicion de una segunda banda ancha a mayores longitudes de onda con un maximo en
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630 nm (Figura 39B). Por esta razon, se probaron cuatro lineas de excitacion: 514, 532,
632.8 y 785 nm. En todos los casos, las intensidades SERS mas altas se obtuvieron
cuando se hicieron las medidas usando 632.8 nm; de hecho, cuando se usaron las lineas
514 y 532 nm, incluso a muy bajas potencias, la muestra mostro signos de degradacion y
evidencia espectral que indicaba que la muestra se quemaba durante las mediciones. De
manera que se uso la linea a 632.8 nm para registrar todos los espectros SERS de SST
sobre AgNPs. Esta mayor intensificacion alcanzada a esta longitud de onda es debida a
gue se ajusta mejor a la banda de resonancia plasménica de las nanoparticulas
agregadas con el péptido, que se considera la banda de resonancia plasménica activa
SERS. Tomando en cuenta estos resultados, la longitud de onda de excitacién Optima
para medir los espectros SERS de somatostatina sobre nanoparticulas de plata y oro fue

632.8 y 785 nm, respectivamente.

Se hicieron estudios y consideraciones similares para todos los aminoéacidos y péptidos
estudiados, que permitieron conocer el comportamiento de agregacion de cada uno de
ellos y escoger la linea de excitacibn mas adecuada para cada caso.

= SERS de Somatostatina

En las Figuras 40 y 41 se muestran los espectros SERS de SST sobre plata y oro usando
como concentraciones 5x107 M y 1x10° M, respectivamente. Estos espectros se
compararon con el espectro RN de SST obtenido a una concentracion 1x102 M (Figura
38). Es importante destacar la buena calidad en cuanto a la relacion sefial/ruido de los
espectros SERS obtenidos a concentraciones 10° veces méas bajas comparado con el
espectro RN, lo que pone de manifiesto la alta afinidad de SST a enlazarse a las

nanoparticulas plasmaonicas usadas para estos experimentos.

En estos espectros, debido al sistema de electrones 1 conjugados, los aminoacidos
aromaticos son los responsables por la mayor parte de las bandas observadas y son
precisamente estas las que aparecen con mayor intensidad, tanto en el espectro RN
como en el espectro SERS usando los dos tipos de nanoparticulas. Es destacable
también, que las bandas correspondientes a Phe, observadas en 1606, 1586, 1207, 1031,

1003 y 622 cm™ no sufren ningin cambio o desplazamiento en ambos tipos de
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nanoparticulas metalicas. Lo que indica, que no se esperaria ningun tipo de acercamiento

o contacto de los residuos Phe a las nanoparticulas metalicas estudiadas.

Figura 40. (A) Espectro SERS de Somatostatina con coloides de Plata. (B) Espectro
SERS en la region por debajo de 300 cm™. Espectro tomado en ausencia (abajo) y en
presencia (arriba) de SST. Se uso lineas punteadas para mostrar la descomposicion de
las bandas. Concentracion: 5x107 M. Linea de excitacion: 632.8 nm (laser de He-Ne),

potencia 25 mW. Tiempo de integracién: 10s. Rejilla 1200 lineas/mm.
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Por otro lado, como se ha mencionado a lo largo del texto, uno de los aspectos mas
importantes de este tipo de estructuras ciclicas es el papel del puente disulfuro y la
necesidad de que este permanezca intacto tras la adsorcion; por esta razén, se ha tenido
la precaucion de buscar nanoparticulas que permitan preservar este enlace. Las
nanoparticulas de plata obtenidas por reduccion con clorhidrato de hidroxilamina bajo el
método modificado utilizado en esta tesis ha mostrado tener esta caracteristica, lo que se
verifica, con la presencia de la vibracion de tensiéon S-S que se observa en 498 cm™
confirmando la integridad del puente disulfuro tras la adsorcion sobre las nanoparticulas
de plata; sin embargo, la intensidad relativamente baja de esta banda indica que este
enlace (S-S) esta ubicado lejos de la superficie nanoestructurada. Un comportamiento

similar fue encontrado en el caso de las nanoparticulas de oro obtenidas por reduccion
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con citrato de sodio, que se comprueba con la aparicion de una sefal en 491 cm™

asignada a la vibracion S-S.

Figura 41. (A) Espectro SERS de Somatostatina con coloides de Oro. (B) Espectro SERS
en la region por debajo de 300 cm™. Espectro tomado en ausencia (abajo) y en presencia
(arriba) de SST. Concentracion: 1x10° M. Linea de excitacién: 780 nm (laser de diodos),

potencia 18 mW. Tiempo de integracion: 10s. Rejilla 1200 lineas/mm.
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En la regién media del espectro SERS (1800 — 300 cm™) de SST sobre nanoparticulas de
plata (Figura 40A) se observan caracteristicas globales similares a las observadas en el
espectro Raman normal (Figura 38), con excepcion del cambio o disminucién de la
intensidad observado en la banda a 1551 cm™, que corresponde a uno de los marcadores

de Trp, y también a los cambios en las bandas que provienen de los grupos alifaticos en

1458-1438 cm™.

Por el contrario, el enlace de SST sobre nanopatrticulas de oro es seguido por un cambio
dréstico en las posiciones de algunas sefales, también como en las intensidades relativas
de las bandas caracteristicas de Trp, lo que sugiere que este residuo esta muy cerca o en
contacto con la superficie de oro (Figura 42A). En concreto, se observa una intensificacion
de la banda en 1112 cm™, asignado al movimiento de flexién angular alrededor del atomo
Ne del anillo triptéfano en indol (Hernandez y col., 2010), un cambio en las caracteristicas
del doblete de Trp observado en la region de 1362-1342 cm™ en el espectro Raman

normal de SST, que en el espectro SERS aparece como una sola banda en 1352 cm™ y el
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corrimiento a nimeros de onda mas bajos de las bandas de Trp en 880 y 760 cm™ a las

posiciones 873y 752 cm™, respectivamente.

La region espectral por debajo de 300 cm™ proporciona informacion complementaria del
mecanismo de enlace del péptido sobre las nanoparticulas metélicas. En esta region es
posible observar los modos de vibracion de tension en los cuales estd involucrado
directamente el &tomo metalico. La Figura 41B en la parte inferior, muestra claramente
que las nanoparticulas de oro no presentan ninguna banda Raman por debajo de 300
cm™, mientras que cuando el péptido se adsorbe sobre estas (Figura 41B, en la parte
superior), aparece una banda en 253 cm™, que ya ha sido previamente asignada al modo
de vibracion de tension Au-N; de hecho la baja cantidad de iones citratos usados para
preparar los coloides de oro de gran tamafo, podrian ser los responsables por la
adsorcion directa de SST sobre las nanopatrticulas de oro. Al juntar esta informacién con
la obtenida en la regiébn media del espectro (Figura 41A), se puede concluir que el residuo
Trp® esta involucrado en la interaccién directa con las nanoparticulas de oro a través de
un complejo de transferencia de carga involucrando su Unico &tomo (Ng), como sugiere la
Figura 42A.

Figura 42. Esquemas de adsorcién sugeridos para SST sobre las nanoparticulas de oro y
plata. (A) Adsorcion por interaccion directa del residuo Trp con la AuNPs y (B) Tres

posibles esquemas de adsorcion para el enlace sobre AgNPs.

SN

Lys®

Por otro lado, la Figura 40B revela una situacion completamente diferente para el enlace
de SST sobre nanoparticulas de plata. Gracias a la presencia de los iones CI” alrededor
de los coloides de plata, se observa una Unica banda en 245 cm™, que previamente se ha

asignado al modo de tensién del enlace Ag-Cl (Shaw y col., 1983; Cafamares y col.,
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2005). En presencia de SST, aparece una nueva componente a numeros de onda mas
bajos en 220 cm™ (Figura 40B, en la parte superior), que es consistente con las
perturbaciones que ocurren en la superficie de las nanoparticulas de plata por la
presencia del péptido. Evidentemente, esta interaccion debe ser preferiblemente de
caracter electrostatico, con uno de los tres sitios catidnicos (NHs") del péptido. La Figura
42B muestra tres esquemas sugiriendo las posibles interacciones del péptido a través de

una interaccion de tipo par iénico Ag-Cl""NHjs".

En el proceso de intensificacion de la dispersion Raman de SST sobre las nanoparticulas
plasménica de Au y Ag, también parece que se toma beneficio de la presencia de los
llamados “péptidos corona”, formados por la agregacion del péptido alrededor de las
nanoparticulas metdlicas, también como de la formacion de agregados péptido-
nanoparticula relativamente grandes. Estos agregados parecen haber contribuido a la
formacion de los llamados “hot spots” entre las nanoparticulas plasmonicas provocando

de esta manera un intensificacion muy grande de la intensidad de la dispersion Raman.

3.2.2.2. Anélogo lineal de somatostatina

= Raman del analogo lineal de SST

La Figura 43 muestra el espectro Raman del analogo lineal de SST. Las diferencias entre
SST y su anélogo lineal radican en la apertura del ciclo gracias al cambio de los residuos
Cys por Ser; este ultimo un aminoacido esencialmente alifatico, con un grupo hidroxilo al
final de la cadena lateral. Estos cambios afectan realmente poco la apariencia del
espectro vibracional de este péptido comparandolo con el de SST, incluso en cuanto a las

intensidades relativas de los picos en el espectro.

Al analizar detalladamente el espectro se observa que este luce practicamente igual al de
SST, excepto por una caracteristica importante y es la ausencia de la sefial del puente
disulfuro en la regién de 490 a 550 cm™, que era precisamente lo que se esperaba. La
tabla 11 contiene el resumen de la asignacion vibracional que ya ha sido ampliamente

discutida para SST.
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Figura 43. Espectro Raman analogo lineal de Somatostatina. Linea de excitacion: 488
nm (Laser Ar"), potencia ~250 mW. Tiempo de integracién: 30 s (40 acumulaciones).

Rejilla 1200 lineas/mm.
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Tabla 11. Asignacion Raman y SERS para el péptido analogo lineal de Somatostatina en

el rango 1800- 400 cm™

Raman SERS Ag SERS Au Asignacién
cm?®)  (cm?)
622 621 622 Phe
760 757 757 Trp
880 875 877 Trp
1005 1003 1005 Phe
1033 1029 1032 Phe
1117 Flexién angular de NH en indol
1160 Phe
1207 1206 1207 Phe
1340 1339 Trp
1362 1363 1354 Trp
1438 1439 1418 Deformacion CH2 en el plano
1458 1459 1447 Deformacion CH2 en el plano
1551 1531 Trp
1606 1602 1602 Phe
1665 1658 1658 Amida |
1675 Amida |
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SERS del andlogo lineal de Somatostatina

En las Figuras 44 y 45 se presentan los espectros SERS del analogo lineal SST sobre
plata y oro a una concentracion final del péptido en la solucién coloidal de 1x10° M. Al
igual que en SST los amino&cidos aromaticos dominan tanto el espectro RN como el

espectro SERS usando los dos tipos de nanoparticulas, de plata 'y de oro.

En el espectro SERS de este péptido sobre superficies de plata (Figura 44) practicamente todas
las bandas aparecen en la misma posicion que en el espectro RN con ligeros corrimientos entre 1-
5 cm™, tanto para Phe como para Trp. Estas observaciones podrian indicar que no se concebiria
ningun tipo de acercamiento o contacto de los residuos Phe y Trp con las nanoparticulas de plata
obtenidas por reduccion con clorhidrato de hidroxilamina estudiadas. Ahora bien, si la interaccién
no se da a través de los anillos aromaticos de estos aminoacidos, los otros posibles sitios de union
serian los grupos amino y carboxilo, ya que este péptido no contiene Cys, que es otro de los

residuos en SST que poseen cadenas laterales que podria presentar afinidad por la superficie

metalica.

Figura 44. (A) Espectro SERS del analogo lineal de SST sobre coloides de plata. (B)
Espectro SERS en la region por debajo de 300 cm™. Espectro tomado en ausencia
(arriba) y en presencia (abajo) del analogo lineal de SST. Concentracion: 1x10° M. Linea
de excitacion: 632.8 nm (laser de He-Ne), potencia ~ 25 mW. Tiempo de integracion: 10s.

Rejilla 1200 lineas/mm.

@
A &
<38
o
[==)
o
| -
£
& 5
- 5
8 2
B L]
v —_ &
S B 2 5
.E = [ 2 — E
y = B o = m =
= g 5 g2 (8 g = &
a ~ = = S > =
“*”*”‘\;;umpFJA\-F"J£Mu‘"J I ;
— ~ - e (=}
o [ -— «©
] ©
Numero de ondas/cmt
. .

500 750 1000 1250 1500 175¢€
NUmero de ondas/cm™

120



En el espectro SERS no existe evidencia alguna de interaccion a través del grupo COO’
por lo que se descarta que la adsorcidn se dé a través del carboxilato; en cuanto al grupo
amino, este péptido contiene 3 posibles sitios de union, los NH;" de los dos residuos Lys
en posicién 4 y 9 y el amino terminal. Al igual que con SST, la region media del espectro
Raman no permite conocer el mecanismo de adsorcién del péptido sobre la superficie y
es necesario recurrir a la regién de bajos numeros de onda para encontrar informacion
gue ayude a dilucidarlo. La Figura 44B, en la parte inferior muestra la aparicion de una
segunda componente a menores ndmeros de onda en 223 cm™ que por analogia con lo
discutido para SST es consistente con las perturbaciones en la superficie debidas a la
presencia del analogo lineal de somatostatina; nuevamente esta interaccion debe ser

eminentemente de caracter electrostatico con uno de los tres grupos amino del péptido.

El espectro SERS del analogo lineal de SST sobre oro esta dominado nuevamente por las
vibraciones de los aminoacidos aromaticos Phe y Trp, aunque también aparecen los
modos de deformacién alifaticos en la regién de 1400-1500 cm™. Las posiciones de estas
bandas se resumen en la tabla 11. Con respecto a Phe, se identificaron las bandas en
622, 1005, 1032, 1207 y 1602 cm™ que aparecen exactamente en las mismas posiciones
gue en el espectro RN, lo que sugiere que al igual que en SST la adsorcion no se produce

a través de este residuo.

Por otro lado, los modos vibracionales de Trp si sufren algunas alteraciones: la banda en
757 cm™ asignada a la respiracion en fase del anillo indol que en el espectro RN es
intensa y estrecha, aparece en el espectro SERS en 760 cm™ y visiblemente ensanchada;
la banda en 880 cm™ de mediana intensidad y estrecha, aparece débil y ensanchada en el
espectro SERS; la sefial en 1117 cm™ debida al movimiento de flexion angular alrededor
del atomo de N del anillo en Trp es claramente intensificada; asi mismo, el doblete de Trp
en 1340/1362 cm™ que se asigna a la resonancia entre una banda de vibracién
fundamental en el plano (con una contribucién mayoritaria de la tension NC=) y una o0 mas
bandas de combinacion de vibraciones fuera del plano, se observa como una sola banda
ancha centrada en 1354 cm™; y finalmente, la banda en 1551 cm™ debida a la tensién C-C
del anillo pirrol sufre un corrimiento de aproximadamente 20 cm™ y aparece en el espectro
SERS en 1531 cm™, lo que implica una fuerte perturbacién de los enlaces C-C tras la

adsorcion. Todo esto sugiere que la interaccion del analogo lineal de SST con la

121



superficie de oro sucede a través del residuo Trp® mediante una interaccion directa o del
atomo de N en el grupo indol o del sistema de electrones 1 del anillo aromatico de Trp
con la superficie de oro. La observacion de la banda de tensién Au-N en la region de

bajos nimeros de onda (Figura 44B, parte inferior) confirma la interaccién a través del

atomo de N.

Figura 45. (A) Espectro SERS del analogo lineal de SST sobre coloides de oro. (B)
Espectro SERS en la regién por debajo de 300 cm™. Espectro tomado en ausencia (abajo)
y en presencia (arriba) del analogo lineal de SST. Concentracién: 1x10° M. Linea de
excitacion: 780 nm (laser de diodos), potencia 18 mW. Tiempo de integracion: 10s. Rejilla

1200 lineas/mm.
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3.2.2.3. Octreotide

= Raman de Octreotide

El espectro Raman de una solucién 1x102 M de Octreotide fue obtenido usando como
fuente de excitacion un laser de Ar* con la linea 488 nm a una potencia de 200 mW, y un
tiempo total de adquisicion de 1200 s. La asignacion tentativa de las bandas se realizé
basandose en publicaciones sobre los AA constituyentes (Pflu y col., 2010; Hernandez y
col., 2010; Kuvaeva y col., 1989) y frecuencias generales de grupos (Lin-Vie y col., 1991)

y en los resultados propios presentados en las secciones anteriores. El resumen de las
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posiciones y asignaciones realizadas se muestra en la Figura 46 y en la tabla 12,

especificando los residuos de cada aminoéacido o las vibraciones caracteristicas.

Figura 46. Espectro Raman de Octreotide. Linea de excitacion: 488 nm (Laser Ar"),

potencia ~250 mW. Tiempo de integracion: 30 s (40 acumulaciones). Rejilla 1200

l[ineas/mm.
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Las diferencias entre la estructura de OCT y SST son principalmente, la reduccién del
ciclo de 14 a 8 aminoacidos, la ausencia de Gly, Ala y Ser, aminoacidos que basicamente
contienen grupos alifaticos en su cadena lateral, OCT contiene dos residuos de
fenilalanina a diferencia de SST que tiene 3, y el cambio de amino&cido L por D para los
residuos Phe' y Trp®. Estas diferencias provocan cambios en las intensidades relativas de

algunas de las bandas, pero en general las posiciones de estas son muy similares en

ambos espectros.

Las bandas mas intensas en el espectro Raman de OCT al igual que en SST provienen
de los residuos aromaticos o de los grupos metileno y metilo presentes en las cadenas
laterales de los aminoacidos constituyentes. En este espectro también es posible
distinguir las vibraciones concernientes al esqueleto del péptido, esto es, las regiones
llamadas amida | (1700- 1625 cm™) y amida Il (1325-1225 cm™), junto con la

correspondiente vibracion de tension del puente disulfuro en la zona de 540-500 cm™,

especificamente en 506 cm™.
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La vibracion mas intensa se registré en 1004 cm™y proviene de la vibracion de respiracion
del anillo aromatico en Phe; esta sefial esta acompafiada por una banda mas débil en
1032 cm™ que junto con la primera son considerados marcadores de Phe en el estudio de

moléculas bioldégicas mediante espectroscopia Raman.

Tabla 12. Asignacion Raman y SERS para el péptido OCT en el rango 1800- 400 cm™
Raman SERS Ag SERS Au Asignacion

(cm™  (cm™ (cm™
506 503 500 v(S-S)
622 620 620 Phe
761 760 758 Trp
827 828 Phe
880 877 877 Trp
1004 1003 1003 Phe
1032 1031 1031 Phe
1080 Trp
1112 Flexion angular de NH en indol
1183 1182 1181 Phe
1207 1207 1205 Phe
1343 1342 Trp
1360 1358 1356 Trp
1446 1432 1443 Deformacion de CH,
1459 1457 1458 Deformacion de CH,
1552 1550 1523 Trp
1606 1603 1602 Phe
1672 Amida |

Otras sefiales asignadas a Phe que aparecen en este espectro con intensidades bajas y
medias se encuentran en 622, 827, 1183, 1207 y 1606 cm? asignadas a la deformacion
del anillo aromatico, flexion C-H fuera y en el plano en benceno, tension totalmente
simétrica C-C¢Hs y tension del anillo en el plano, respectivamente. De igual forma,

diversas vibraciones caracteristicas de Trp aparecen en el espectro en las posiciones 761,
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880, 1080, 1343, 1360 y 1552 cm™, asignadas a la deformacion del anillo indol, tensiones
N-H en pirrol, tijereteo de H en pirrol, el doblete de Fermi 1343/1360 cm™ y la tension C-C

en pirrol, respectivamente.
= SERS de Octreotide

Los espectros SERS de OCT sobre superficies de plata y oro se presentan en las Figura
47 y 48. Asi mismo la lista de las bandas y sus posiciones se resumen en la tabla 12. El
comportamiento de adsorcion de OCT sobre plata y oro deducido a través de los
espectros SERS obtenidos, parece seguir el mismo patron de SST y su analogo lineal.
Basicamente, el espectro SERS de OCT sobre plata contiene las mismas sefiales que el
espectro RN debidas principalmente a las vibraciones de los residuos aromaticos
presentes en la cadena peptidica, Phe y Trp; estas sefiales estan localizadas en
posiciones similares a las encontradas para el espectro RN con ligeros corrimientos (entre

1-4 cm™) y algunas de ellas con cambios en sus intensidades relativas.

Figura 47. (A) Espectro SERS de OCT sobre coloides de plata. (B) Espectro SERS en la
region por debajo de 300 cm™. Espectro tomado en ausencia (arriba) y en presencia
(abajo) de OCT. Concentracion: 1x10° M. Linea de excitacion: 632.8 nm (laser de He-Ne),

potencia 25 mW. Tiempo de integracion: 10s. Rejilla 1200 lineas/mm.
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También en este espectro es notable la persistencia de la vibracion de tensién S-S en 503

cm?, confirmando la integridad del puente disulfuro tras la adsorcion sobre la
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nanoparticula de plata. Por otro lado, acudiendo a la zona de bajos numeros de onda, se
puede encontrar la contribucion de la perturbacion provocada sobre la banda de tension
Ag-Cl que en ausencia de OCT aparece en 244 cm™, y en presencia de este se observa
una segunda contribucién en 225 cm™ al igual que con SST y su analogo lineal debida a
la interaccion electrostatica entre los iones CI” adsorbidos sobre la superficie del coloide

de plata y los grupos amino protonados del péptido.

Figura 48. (A) Espectro SERS de OCT sobre coloides de oro. (B) Espectro SERS en la
regién por debajo de 300 cm™. Espectro tomado en ausencia (abajo) y en presencia
(arriba) de OCT. Concentracién: 2.5x10° M. Linea de excitacién: 780 nm (laser de
diodos), potencia 18 mW. Tiempo de integracién: 10s. Rejilla 1200 lineas/mm.
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Una situacion similar se presenta con el espectro SERS de OCT sobre oro, donde las
bandas correspondientes al residuo Phe en 620, 1003, 1031, 1181, 1205 y 1602 cm™
permanecen practicamente inalteradas, indicando que este residuo no se adsorbe sobre
la superficie de oro; mientras que las sefales que provienen del residuo Trp si sufren
alteraciones muy similares a las del analogo lineal de SST, esto es ensanchamiento de la
sefial en 757 cm™, ensanchamiento y debilitamiento de la banda en 877 cm™,
intensificacion de la banda en 1112 cm™ debida a la flexién angular N-H en indol, aparicion
de una sola banda en 1356 cm™ en lugar de las dos bandas del doblete de Fermi en
1340/1362 cm™y por Gltimo el corrimiento de 28 cm™ de la banda que en el espectro RN

aparece en 1551 cm™, asignada a la tensién C-C del anillo pirrol, a la posicion 1523 cm™,
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Toda esta evidencia sugiere nuevamente, que al igual que SST y su analogo lineal, OCT
se adsorbe sobre oro a través del par de electrones solitarios del N en el anillo indol,
formando un complejo de transferencia de carga. La banda de tensiéon Au-N en 258 cm™

(Figura 48B, parte inferior) respaldan esta afirmacion.

3.2.2.4. Vapreotide

= Raman de Vapreotide

El espectro Raman de Vapreotide en una solucién 20 mM se obtuvo usando como fuente
de excitacion un laser de estado sélido con la linea 532 nm y una potencia de 100 mW; el
tiempo de adquisicion fue de 30s con 40 acumulaciones. La asignacion tentativa de las
bandas se realiz6 basandose en publicaciones sobre los aminoacidos constituyentes,
péptidos con secuencias similares (Pflu y col., 2010; Hernandez y col., 2010; Kuvaeva y
col., 1989), frecuencias generales de grupos (Lin-Vie, 1991) y con los resultados propios
presentados en las secciones anteriores. La posicién de las bandas y asignaciones
tentativas realizadas se muestran en la Figura 49 y en la tabla 13, especificando los

residuos de cada aminoacido o las vibraciones caracteristicas.

Las diferencias entre la estructura de VAP y SST son considerables, se conserva el
puente disulfuro, pero se reduce el nUmero de aminoacidos del ciclo de 14 a 8. VAP no
contiene Ala, Gly, Asn, Thr ni Ser, sin embargo, estos aminoacidos poseen estructuras
con grupos funcionales principalmente alifaticos, amino y carboxilo, que tienen todos en
comun, por lo que no es de esperar grandes cambios en el espectro vibracional por
ausencia de ellos; por otro lado, SST no contiene Val ni Tyr, este Gltimo un aminoacido
aromatico que por lo general da lugar a bandas vibracionales intensas y caracteristicas de
su estructura, luego es de esperar que el espectro Raman de VAP presente diferencias
marcadas con respecto al de SST y sus andlogos por la presencia de este residuo. VAP
contiene 1 residuo Phe mientras que SST tiene 3 y OCT 2, ademas, en VAP se adicion6
un residuo Trp méas a la cadena del péptido, luego contiene 2 Trp mientras SST contiene
1. Por otro lado, al igual que en OCT, se reemplazaron aminoacidos L por D, en Phe'y

Trp*.

127



Figura 49. Espectro Raman de Vapreotide en el rango de 1800-400 cm™. Linea de

excitacion: 532 nm, potencia ~100 mW. Tiempo de integracion: 30 s (40 acumulaciones).

Rejilla 600 lineas/mm.
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Las bandas mas intensas en el espectro Raman de VAP provienen del residuo Trp, a
diferencia de SST, su analogo lineal y OCT, que las sefiales mas sobresalientes
provienen de Phe. En VAP la banda de mayor intensidad se encuentra en 1009 cm™y
corresponde al modo vibracional de respiracion del anillo indol en Trp, caracteristica que

no se observa en los espectros Raman en solucién acuosa de los péptidos analizados en

las secciones anteriores.

Otros modos vibracionales relacionados con Trp que aparecen con una alta intensidad
son las bandas en 757 y 1550 cm™ asignadas al modo de respiracion en fase del anillo
indol y a la tensién C-C del anillo pirrol. También en este espectro se encuentran dos
bandas marcadoras de Trp muy importantes, conocidas como el doblete de Fermi del
triptofano, en posiciones cercanas a 1340 cm™ y 1357 cm™. Finalmente se asignaron dos
bandas méas de Trp de intensidades medias a bajas en 878 y 1578 cm™, la primera podria
asignarse a otra de las bandas marcadoras de Trp, que corresponde a la vibracién de

tijereteo de los hidrogenos en el anillo indol y a una deformacion N-H y la segunda a la

tension C-C en el anillo.
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Tabla 13. Asignacion Raman y SERS para el péptido VAP en el rango 1800- 400 cm™

Raman SERS Ag SERS Au Asignacion
(cm™) (cm™) (cm™)

504 504 503 v(S-S)

620 623 622 Phe

642 645 Tyr

757 760 758 Trp

828 831 829 Tyr

852 856 859 Tyr

878 879 877 Trp

923 Tension C-COO

1002 1005 1005 Phe

1009 1012 Trp

1030 1034 1032 Phe

1126 1130 1138 Balanceo de NH3+, Val
1178 1179 1183 Tyr, Phe

1204 1208 1208 Tyr, Phe

1340 1342 1351 Trp

1357 1362 Trp

1439 1439 Deformacion en el plano de CH2
1456 1461 1452 Deformacion en el plano de CH2
1550 1551 1521 Trp

1578 1577 1549 Trp

1603 1603 Phe

1617 1619 Tyr

1636 Amida |

En este espectro también se observan diversas bandas asociadas a los modos
vibracionales de Phe, estas son las sefiales en 620, 1002, 1030, 1178, 1204 y 1602 cm?,
asignadas a caracteristicas vibracionales del anillo aromético que son la deformacion, el

modo de respiracion, la flexion en el plano de los enlaces C-H, combinacién de la flexién
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C-H en el plano con una tension, tension de los carbonos y a la tension del anillo en el

plano, respectivamente.

Las mayores diferencias en el espectro Raman de VAP con SST y los andalogos
estudiados se observan por la presencia de Tyr, donde diversas sefales se han asociado
a este amino4cido. La banda en 642 cm™ se asigno a la deformacién del anillo aromatico
en Tyr; en la region de 800-900 cm™ aparecen dos bandas, en 831 y 850 cm™ que podrian
asignarse al doblete de Fermi en Tyr cuyas sefales son el resultado de las vibraciones del
anillo aromatico parasustituido de tirosina, que dan lugar a un par de vibraciones
relativamente intensas asignadas al modo de respiracion del anillo fendlico y al primer
sobretono de la deformacién del anillo fendlico, respectivamente. La sefial en 1178 cm™
se considera una banda marcadora de Tyr y Phe, asignada a una combinacion de la
flexion C-H en el plano con una tensién del anillo; en el caso de VAP que contiene ambos
aminodcidos, se podria considerar que esta sefial posee contribuciones tanto de Tyr como
de Phe, mientras que en SST, el analogo lineal y OCT esta sefial se asigna
exclusivamente a Phe. Una situacion similar se observa para la sefial en 1204 cm™ que
puede asignarse o a la tension simétrica de los carbonos en el anillo aromatico
parasustituido de Tyr o a la tensién de carbonos aromaticos en Phe; en VAP que posee
los dos se considera que pueden existir contribuciones de ambos, en SST y sus anélogos
inequivocamente esta banda se asigna solamente a Phe. Finalmente la banda en 1617

cm™ corresponde a la vibracion de tensién C-C del anillo aromatico en fase.

Las bandas restantes estan relacionadas con los grupos alifaticos y del esqueleto del
aminoacido; de estas se destaca la sefial en 504 cm™ debida a la tensién S-S,
(caracteristica estructural muy importante para la actividad biologica de este tipo de
péptidos), la sefial en 923 cm™ que podria asignarse a la tensién C-COQ’, la banda en
1126 cm™ que podria correlacionarse con una banda reportada en esta misma posicion en
el espectro Raman de Val atribuida a la vibracion de balanceo de NH;" y las sefiales en
1439 y 1456 cm™ correspondientes a la deformacion en el plano de CH,. En lo que se
refiere a la cadena principal del péptido, la regiéon denominada amida | (1700-1625 cm™)
se puede distinguir gracias a la banda amplia centrada en 1636 cm™; asi mismo, la amida

Il entre 1200 y 1300 cm™ también es apreciable en el espectro Raman de VAP.
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= SERS de Vapreotide

Las Figuras 50 y 51 presentan los espectros SERS de Vapreotide adsorbido sobre plata y
oro respectivamente en el rango espectral de 400-1800 cm™. Con el fin de analizar los
efectos de la proximidad de las nanoparticulas metalicas al péptido sobre el espectro
Raman, que se reflejan en las posiciones, intensidad y anchura de las bandas en el

espectro SERS, se compararon con el espectro Raman normal en la Figura 49 y en la

tabla 13.

La Figura 50 pone de manifiesto que el espectro SERS de VAP sobre nanoparticulas de plata
posee un patrén similar al correspondiente del espectro RN del péptido, con ligeros corrimiento y
algunas diferencias que seran comentadas mas adelante. Al igual que el espectro RN, el espectro

SERS esta dominado por las vibraciones de los residuos de los aminoacidos Trp, Phe y Tyr.

Figura 50. (A) Espectro SERS de VAP sobre coloides de plata. (B) Espectro SERS en la
region por debajo de 300 cm™. Espectro tomado en ausencia (arriba) y en presencia
(abajo) de VAP. Concentracion: 2.5x10° M. Linea de excitacion: 785 nm (laser de diodos),

potencia ~ 25 mW. Tiempo de integracion: 10s. Rejilla 600 lineas/mm.
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La banda mas intensa en el espectro SERS de VAP es la ubicada en 760 cm™ que
corresponde a la vibracion de respiracion del anillo indol en Trp, a diferencia del espectro
RN donde la banda mas intensa es la de 1009 cm™ que como ya se habia comentado,
corresponde a la vibracion de respiracion del anillo indol en Trp; sin embargo, esta ultima
también aparece, con un ligero corrimiento en 1012 cm™. De igual forma, todas las demas
bandas marcadoras de Trp que aparecen en el espectro RN aparecen en el espectro
SERS con corrimientos entre 1-5 cm™:; especificamente estas bandas se observan el
espectro SERS en las posiciones 879, 1342, 1362, 1551y 1577 cm™, que corresponden a
las vibraciones de tijereteo de los hidrogenos en el anillo indol, el doblete de Fermi de Trp
(1342/1362 cm™), la vibracién de tension del esqueleto en el anillo aromético y de pirrol y
la vibracion de tension del esqueleto del anillo indol, respectivamente. A pesar de que no
existen corrimientos marcados, si se observan cambios en las intensidades relativas de
estas bandas, lo que sugiere que Trp no interactia directamente con la superficie
metalica, pero si es ligeramente afectado por la presencia de la nanoestructura de plata.
Por ejemplo, la relacion de intensidad entre las bandas del doblete de Fermi cambia,
observandose casi la misma intensidad en ambas sefiales, este cambio es importante ya
que este doblete es sensible al ambiente en que se encuentra la molécula y es usado
como marcador de hidrofobicidad, su cambio podria indicar cambios en el ambiente de

este residuo cuando el péptido se adsorbe sobre la superficie de plata.

Las bandas correspondientes a vibraciones de Phe son también apreciables en el
espectro SERS y aparecen en 623, 1005, 1034 y 1208 cm™, practicamente en las mismas
posiciones que en el espectro RN. Esto sugiere que el anillo de Phe no interactia
directamente con la superficie de plata. Asi mismo, las bandas marcadoras de Tyr se
registraron en el espectro SERS en 645, 831, 856, 1179, 1208 y 1619 cm? y también
aparecen practicamente inalteradas en cuanto a su posicion. Una diferencia espectral
destacable en el espectro SERS esta relacionada con el doblete de Fermi de Tyr, que
sufre una ligera modificaciébn en cuanto a sus intensidades relativas; observandose una
disminucion de la relacidn lgsof/lgze. ESta caracteristica es importante ya que las
intensidades de estas dos bandas son utilizadas como marcadores de las interacciones
por enlaces de hidrogeno en Tyr, luego son susceptibles a los cambios en el medio de la
molécula y son Utiles para determinar el ambiente de la cadena lateral de tirosina e

indican si el residuo esta libre o encerrado. Si la intensidad de la sefial en 850 cm™ es
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mayor que la de 830 cm™ es probable que la cadena lateral de tirosina este expuesta al
ambiente, mientras que si la intensidad es mas baja la cadena lateral estara encerrada y
los grupos OH se convierten en donadores de protones para hacer enlaces de hidrégeno.
Luego la disminucion de esta proporcion en el espectro SERS podria indicar que el
residuo Tyr en el coloide estd menos expuesto al ambiente y que Tyr se encuentra cerca

a la superficie metalica, pero no interactuando directamente con la misma.

Otra caracteristica notable en el espectro SERS, es la observacién de la banda
correspondiente a la tensién S-S, que aparece en la misma posicion que en el espectro
RN, esto es en 504 cm™, pero de menor intensidad y ensanchada, lo que podria indicar
que este enlace interactia débilmente y sin romperse con la superficie de plata adoptando
una orientacién inclinada sobre la superficie. Este dato resulta de interés, ya que la
integridad de este enlace tras la adsorcion sobre superficies de plata, aun no se ha
esclarecido muy bien y existen opiniones contrarias en la literatura, algunos afirman que el
enlace permanece intacto tras la adsorcién (Podstawka, 2006; Podstawka, 2004;
Podstawka, 2005), mientras otros reportan (Lee y col., 1991; Lépez-Tobar y col., 2013)
que para concentraciones bajas, los puentes disulfuro se rompen sobre superficies de
plata. Sobre esto, estudios realizados sobre el homodipéptido cistina (Cys-Cys) por Tovar
y colaboradores (Lopez-Tobar y col.,, 2013) muestran que a concentraciones bajas el
puente disulfuro se rompe tras la adsorcién, mientras que a concentraciones altas estos
permanecen intactos; en este sentido, los autores proponen que la preservacion del
enlace S-S, en cistina a altas concentraciones puede ser debida a una interaccién
bidentada con la superficie metalica en la que el puente disulfuro se encuentra a una
mayor distancia de separaciéon de la nanoestructura, que la que tendria el mismo
homodipéptido a bajas concentraciones y por tanto en recubrimientos submonocapas
sobre las nanoparticulas. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que aun a
concentraciones tan bajas como 1x10® M el puente disulfuro en SST y sus analogos

permanece intacto tras la adsorcion sobre las superficies metalicas.

Con la intencién de esclarecer la forma como VAP interactlia con la superficie de plata, se
analiz6 la regién de bajos nimeros de onda (200-300 cm™), donde aparecen las
vibraciones que involucran el atomo metalico. En presencia del péptido en esta zona

aparece una banda en 224 cm™ ademaés de la ya bien conocida tensién Ag-Cl tipica del
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coloide de plata obtenido por reduccién con clorhidrato de hidroxilamina en 244 cm™; esta
nueva banda es debida a la perturbacion provocada sobre la superficie de plata cuando
VAP interactla con esta (Figura 50B, parte inferior). Al igual que en SST, la interaccion de
VAP con la superficie de la nanoparticula de plata debe ser de caracter electrostético a
través del grupo NH;" en la cadena lateral de su Unico residuo de Lys, ya que si los
grupos amino del Phe' y Trp® participaran en la interaccion, las bandas de estos
aminoacidos deberian presentar cambios més drasticos en sus posiciones y como ya se
ha comentado, ninguno de estos dos aminoacidos parece encontrarse lo suficientemente

cerca de la superficie metalica.

Por otro lado, la forma en que interactia VAP con la superficie de oro es totalmente
distinta; la Figura 51 revela cambios que indican que VAP podria interactuar con la
superficie de oro a través del residuo tripté6fano, esto se puede respaldar con la
observacion de bandas debidas al sistema del anillo indol alrededor de 758, 877, 1351,
1521 y 1549 cm™. Las dos primeras aparecen en las mismas posiciones que en el
espectro RN, es decir, no sufren desplazamientos, pero evidentemente si hay un
ensanchamiento de las mismas, lo que es de esperarse cuando hay una interaccion con

la superficie metélica.

Asi mismo, las bandas del doblete de Fermi de Trp que en el espectro RN aparecian en
1340 y 1357 cm™, en el espectro SERS aparecen como una sola banda ancha en 1351
cm™. Finalmente el corrimiento de las bandas asignadas a la tensién C-C en el anillo indol
y a tension C-C del anillo pirrol en Trp en 1578 y 1550 cm™ a 1521 y 1549 cm™, podrian
indicar que este aminoacido interactia directamente con la nanoestructura metélica y a
través de él que se produce la adsorcion. El espectro en la region de bajos nimeros de
onda (Figura 51B) lo confirma con la aparicion de una banda debida a la tensién Au-N en
252 cm™.

Por otra parte, la ausencia o la baja intensidad de las bandas debidas a Tyr y Phe en el
espectro SERS, sugieren que estos aminoacidos no interactian con la superficie de oro o

que se encuentran lejos de la misma. Por ltimo, la aparicion de una banda en 508 cm™
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asignada a la tension S-S confirma la preservacion del puente disulfuro tras la adsorcion

del péptido sobre oro.

Figura 51. (A) Espectro SERS de VAP sobre coloides de oro. (B) Espectro SERS en la
region por debajo de 300 cm™. Espectro tomado en ausencia (abajo) y en presencia
(arriba) de VAP. Concentracion: 1x10® M. Linea de excitacion: 780 nm (laser de diodos),

potencia ~ 25 mW. Tiempo de integracion: 10s. Rejilla 600 lineas/mm.
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3.3. DETECCION CUANTITATIVA DE LOS PEPTIDOS MEDIANTE SERS

Para el andlisis cuantitativo de los péptidos mediante la técnica SERS es preciso efectuar
un estudio de la adsorcién de estos compuestos sobre las NPs para las que son activos y
bajo las condiciones 6ptimas determinadas en las secciones precedentes. Hasta el
momento se ha realizado un estudio de los espectros SERS y de la adsorcion de los
péptidos bajo un punto de vista cualitativo. Es decir, se han identificado algunos de los
aspectos que influyen en la adsorcién, y se han deducido los mecanismos de interaccién

con base en la informacién proporcionada por los espectros SERS.
En esta seccién se aborda la adsorcién bajo un punto de vista mas cuantitativo, utilizando

los datos obtenidos en los espectros SERS a diferentes concentraciones del péptido para

la construccion de isotermas de adsorcién para cada una de las moléculas sobre los
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diferentes sustratos, lo que se considera un paso previo e indispensable para obtener, por
una parte, mas informacion sobre la adsorcion, y por otra, para la deteccién cuantitativa,

sensible y selectiva, de cada uno de los péptidos analizados.
3.3.1. Isotermas de adsorcion

Debido a que la intensidad SERS depende exclusivamente del nimero de moléculas
adsorbidas sobre la superficie plasménica, debido al efecto de corto alcance de la

intensificacion SERS (Izquierdo-Lorenzo y col., 2012), se tiene que:
Isy=ag (25)

En estas condiciones, la fraccion de recubrimiento puede relacionarse con la intensidad
SERS mediante:

=" (26)

Ism

donde Is es la intensidad del espectro SERS del adsorbato a una concentracion [A] e Isu
es la intensidad SERS en condiciones de saturacion de la superficie. Por lo tanto puede
construirse una isoterma de adsorcion empleando una ecuacion tipo Langmuir para
ajustar la intensidad SERS frente a la concentracion del compuesto de las muestras

analizadas, tal que:

_ kaalsm[A]
Is = kealal (27)

Mediante las isotermas de adsorcion, se puede realizar la deteccién de los péptidos a
concentraciones por debajo de la concentracion méxima de analito que presenta efecto
SERS y por encima de la concentracion minima detectable por la técnica (limite de
deteccion, LOD). Asi mismo, resulta favorable encontrar entre este rango de
concentraciones la denominada regién de linealidad (RL), es decir, el intervalo de
concentraciones en el que la relacion entre la intensidad SERS y la concentracion sigue
un comportamiento lineal. Esta zona lineal constituye la curva de calibracién con la cual

se realiza la deteccion del péptido, tal como se realizara en las siguientes secciones.
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Para la construccién de las isoterma de adsorcion de los diferentes péptidos mediante los
datos espectroscépicos SERS se utilizé la siguiente metodologia: primero se obtuvieron
espectros SERS bajo condiciones 6ptimas, esto es, se probaron distintos sustratos,
longitud de onda de excitacion, tiempo de integracion, etc, que dieran lugar a espectros
con las maximas intensidades SERS; una vez se encuentran estas condiciones y con el
fin de obtener datos analiticamente significativos se hicieron tres medidas para cada
concentracion, de manera que los valores de intensidad SERS presentados en las
graficas corresponde al valor medio de las tres replicas, siendo las barras de error los
intervalos de confianza de la medida. Una vez se tienen los espectros, se procesan
debidamente, esto implica corregir la linea base y normalizarlos, y por ultimo se
seleccionan las bandas marcadoras, que son aquellas que se relacionen con la cantidad
de analito en la muestra (en general, se acostumbra utilizar una banda intensa que este
poco afectada por efectos de reorientacion al variar la concentracién) y las bandas de
referencia para la obtencion de las intensidades relativas de las bandas marcadoras. Es
importante destacar que todas las medidas se hicieron sin adicién de agentes agregantes
externos, por lo que, los valores que se obtienen estan debidos a la relacion directa entre

la molécula y la nanoparticula metélica.

A partir de las isotermas de adsorcion se calcularon los parametros cuantitativos
asociados a la adsorcion, es decir, la constante de adsorcion (K.), relacionada con la
afinidad de la molécula por la superficie, la intensidad SERS maxima (Ism) y la méxima
concentracion de sustancia adsorbida ([PEPTIDO]yax), Variables éstas que representan el
limite superior de concentracién detectable, el cual estéd relacionado a su vez con la

superficie total de adsorcion disponible sobre las nanoparticulas.

Los resultados obtenidos para cada una de los péptidos se exponen a continuacion.

= Adsorcién de somatostatina (SST)

Las isotermas de adsorcion para SST sobre nanoparticulas de oro y plata se muestran en
la Figura 52. Estas graficas muestran la variacién de la intensidad de la banda mas

intensa del espectro SERS de SST, en este caso, la banda de Phe en 1001 cm®

normalizada a la banda del agua en 3408 cm™, como una funcién de la concentracién de
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SST; el analisis de las mismas revela diferentes mecanismos de adsorcién sobre los dos

tipos de nanoparticulas, de oro y plata.

Figura 52. Variacion de la intensidad relativa de la banda SERS a 1001 cm™ para SST. (A)

En oro. Excitacion: 785 nm y (B) en plata. Excitacion: 632.8 nm.
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Como se puede observar en las Figura 52A, un modelo tipo Langmuir se adapta a los
datos experimentales para las nanoparticulas de oro, sugiriendo la prevalencia de la
interaccion de SST con la superficie de oro como fuerza conductora; asi mismo, implica
una saturacion de la intensidad a partir de una determinada concentracién, que esta
relacionada con la saturacidbn de la superficie y una dependencia lineal a bajas
concentraciones. De hecho, el que estas moléculas sigan este modelo indica que la
adsorcion se produce sin que exista una contribucion significativa de las fuerzas
intermoleculares entre los péptidos. A partir del ajuste tedrico se obtuvo el valor de la
constante de adsorcion de SST sobre AuNPs (K,=7.74x10° ML™), la intensidad SERS
relativa maxima (Is»,=13.36) y la concentracion de SST a la cual se obtiene una intensidad
maxima ([SST]ma= 4x107 — 5x10” M). Esta constante de adsorcién (K,q) como ya se ha
mencionado es una medida de la afinidad de la molécula por la hanoestructura metalica y
esta relacionada también con la sensibilidad de la deteccion SERS de los péptidos, ya
que esta determina la pendiente de la curva de calibracion para concentraciones bajas de

analito.

138



Por otro lado, la isoterma de adsorcién de SST sobre plata muestra un perfil sigmoidal de
la curva Isgrs/[SST] (Figura 52B), que concuerda con un modelo de adsorcion tipo V de la
clasificacién B.D.D.T. (Brunauer y col., 1940). Esto indica que la adsorcion de SST sobre
plata sigue un mecanismo tipo B.E.T. con saturacion, que se da en modelos de adsorcion
gue involucran la formacion de multicapas en las que las moléculas del péptido
interaccionan con la superficie metdlica y entre si mediante constantes de equilibrio
similares (K,¢=K5) (Israelachvili, 2011; Brunauer y col., 1938), generando multicapas poco
homogéneas sobre la misma. En estos procesos, tienen lugar dos equilibrios diferentes: el
correspondiente a la formacion de la primera capa, que depende de la interaccion de la
molécula con la superficie, y el que depende de la interaccion de las moléculas de
adsorbato entre si, que ocurre en la segunda capa y sucesivas. Debido a que las
constantes de adorcion son semejantes, en las adsorciones de tipo V no se produce una
saturacion de la superficie antes de la formacion de multicapas, sino que la adicién de
nuevas moléculas tiene lugar simultaneamente sobre el metal y sobre las capas de

adsorbato que se han formado previamente.

En este caso, las moléculas de SST pueden seguir acumulandose formando multicapas,
pero no de forma ilimitada. La forma sigmoidal de la isoterma de adsorcion sugiere la
existencia de un efecto sinérgico en el que la adsorcién de las primeras moléculas facilita
la adsorcion de las siguientes por la fuerte interaccién intermolecular que se induce. La
interaccion intermolecular existente en el SST podria ser debida al predominio de las

interacciones de las cadenas laterales hidrofobicas en el péptido.

= Adsorcién de Octreotide (OCT)

Al igual que la SST, OCT presenté afinidad tanto por superficies de oro como de plata,
como se observé en la seccion 3.2.2.3. Para obtener las isotermas de adsorcion (Figura
53) de OCT se utiliz6 como fuente de excitacion el laser de He-Ne a 632.8 nm en el caso
de plata y un laser de diodos de 785 nm para oro, y, como banda marcadora, se sigui6 en
ambos casos la evolucion de la banda del modo de respiracion del anillo aromatico de

Phe a 1001 cm™ normalizada en intensidad con la banda Raman del agua a 3400 cm™.
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De la Figura 53A se deduce que OCT sigue también un modelo de adsorcién tipo
Langmuir sobre las nanoestructuras de oro, con saturacion de la intensidad a una
determinada concentracion. Al igual que con SST, este resultado sugiere que la adsorcion
se produce sin que haya interacciones intermoleculares significativas entre moléculas de

OCT sobre la superficie.

Figura 53. Variacion de la intensidad relativa de la bandas SERS a 1001 cm™ para OCT.

A) En oro. Excitacion: 785 nm y B) en plata. Excitacion: 632.8 nm .
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Los parametros de adsorcion calculados mediante el ajuste tipo Langmuir muestran una
constante de adsorcion, K,g= 1.87x10’, lo gque indica una elevada afinidad de OCT por la
superficie de oro. A partir de esta misma Figura, se puede deducir también la
concentracion de OCT a la cual se obtiene una intensidad SERS méxima, [OCT]nax, que
es de 9x10”" — 1x10° M y la intensidad SERS maxima relativa (Isy=21.82). El valor méas
alto tanto de [OCT]max cOmo de Isy observado para OCT en comparacion con SST indica
gque se adsorbe un nimero mayor de moléculas del peptido sobre la superficie de oro,
debido probablemente al menor tamafio de la estructura de OCT y por tanto menor

impedimento estérico, comparado con la de SST.

Por otra parte, se encontr6 un comportamiento sigmoidal (Figura 53B) para la adsorcion
de OCT sobre las nanoparticulas de plata, que sugiere que en este caso las interacciones
intermoleculares entre moléculas de OCT son muy fuertes (Izquierdo-Lorenzo y col. 2012;

Zhang y col., 2002). Este ultimo modelo de adsorcion se ha descrito en otros adsorbatos
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tales como los biosurfactantes (n-dodecil-B-D-maltdsido) (Zhang col., 2002; Zhang y col.
1997), en donde se demuestra la existencia de una fuerte interaccion entre las moléculas
una vez adsorbidas. La isoterma de OCT sobre plata se ajusta al modelo de adsorcion
tipo Il de la clasificacion B.D.D.T. (Brunauer y col., 1940). En este caso, inicialmente el
péptido cubre la superficie hasta que se forma una monocapa, lo que se deduce del
rapido aumento de la intensidad SERS con la concentracion; sin embargo, al seguir
aumentando la concentracion el proceso de adsorcidon continua pero ahora formando una
segunda capa y otras mas. Este comportamiento se produce probablemente, debido a la
alta afinidad del OCT por la superficie de plata, sin embargo, bajo estas condiciones, las
interacciones intermoleculares entre los sitios hidrofobicos del péptido comienzan a ser
importantes, dando lugar a la formacion de las subsiguientes capas. En esta situacion el
péptido interactta con la superficie metalica y entre si, pero la afinidad del péptido por la

nanoestructura metalica es algo mayor que la afinidad del péptido por si mismo.

= Adsorcion de Vapreotide (VAP)

Para obtener las isotermas de adsorcion de VAP se utiliz6 como fuente de excitacion el
laser de 785 nm y como banda de referencia la correspondiente a la vibracién de
respiracion del anillo indol en Triptéfano que aparece en 760 cm™. La Figura 54 muestra la
variacion de la intensidad SERS de esta banda frente a la concentracion de VAP tanto en

nanoparticulas de oro (A, izquierda) como en plata (B, derecha).

De las gréficas en la Figura 54 se deduce que VAP se adsorbe sobre las nanoparticulas
de plata y oro siguiendo un modelo de adsorcién tipo Langmuir, este resultado sugiere
gue la adsorcion se produce sin que existan interacciones intermoleculares significativas
entre las moléculas de VAP. En las graficas también se muestra el resultado del ajuste de
los datos experimentales a una curva, permitiendo asi el calculo de los parametros
cuantitativos asociados a la adsorcion, es decir, la constante de adsorcion, K,g, 1.07x10° y
7.37x10° L*mol™ para oro y plata, respectivamente. Los altos valores calculados indican
que VAP presenta una elevada afinidad por la superficie de los metales; sin embargo, se
observa que este péptido tiene una mayor afinidad por Au que por Ag, debido
probablemente a la fuerte interaccion que se establece entre el N en el grupo indol en

triptéfano y el metal, ya que se trata de un enlace covalente de coordinacion, el cual es
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mas fuerte que la interaccion idnica entre los fragmentos catiénicos del péptido y los iones

CI" sobre la superficie metalica, como es el caso sobre la superficie de plata.

Figura 54. Variacion de la intensidad relativa de la bandas SERS a 760 cm™. A) En oro.

Excitacion: 785 nm y B) en plata. Excitacién: 785 nm.
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A partir de la informacion de la isoterma también puede deducirse la concentracion de
VAP a la cual se obtiene una intensidad SERS méaxima, que para Au se encuentra
aproximadamente entre 6x10° My 7.5x10° M y para plata entre 6x107 My 7.5x107 M. La
obtencion de un valor mas bajo para [VAP]nax SObre plata se atribuye probablemente a
una superficie disponible menor, ya que estas nanoparticulas son de menor tamafo
(aproximadamente la mitad del radio) y a la menor afinidad de VAP por la superficie de
plata. De estos resultados puede inferirse que la deteccion de VAP mediante la técnica
SERS puede realizarse para concentraciones por debajo de 7.5 uM sobre oro y 0.75 uM
sobre plata; por encima de esta concentracion, que corresponde a la concentracion de
saturacion de la superficie metalica, la intensificacion de la sefial disminuye gradualmente,
debido al debilitamiento del efecto SERS con la distancia, por lo que el sistema se vuelve

insensible a la concentracion del analito y no es posible su deteccion mediante esta
técnica.
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Los datos de los parametros de adsorcidon para los tres péptidos se han resumido en la
tabla 5. Como se indicé en la seccién 1.2.2., el mecanismo electromagnético es el
principal responsable por la enorme intensificacion SERS observada. Asi que, dado que
estas moléculas presentan caracteristicas estructurales similares, las diferencias en
cuanto a la intensificacion observados para los diferentes péptidos se deben a la distinta
afinidad (K.q) de cada uno de ellos por la superficie, lo que a su vez establece el nUmero
de moléculas que se adsorben en la misma. El valor mas alto de K,4 se obtuvo para OCT
sobre nanoestructuras de oro obtenidas por reduccién con citrato, lo que se debe a la

fuerte interaccion entre la cadena lateral del residuo triptéfano y la nanoestructura.

Tabla 14. Pardmetros de adsorcion calculados a partir de los ajustes de Langmuir de los

péptidos sobre AuCT y AgHX.

Parametro Kag*10° (L/mol) 1y R? [Peptido]max (LM)
AuCT AgHX AuCT AgHX AuCT AgHX AuCT AgHX
Somatostatina 7.74 - 13.36 - 0.98 - 0.3- -
0.4
Octreotide 18.7 - 21.82 - 0.98 - 09-1 -
Vapreotide 10.7 0.73 | 173711449 | 099 | 098 | 6-75 | 0.6-0.75

3.3.2. Deteccidn cuantitativa de los péptidos

Una vez estudiado el comportamiento de adsorcion de los péptidos sobre las
nanoparticulas metalica empleadas en la deteccibon SERS de estas sustancias, se ha
procedido a realizar el analisis cuantitativo de los péptidos. Para ello, un analisis completo
de las isotermas de adsorcion hace posible la determinacion de la regiones de linealidad
entre la sefial analitica, que para este caso es la intensidad SERS (lsers) Yy la
concentracion del péptido ([Péptido]); asi, las isotermas también pueden considerarse
como curvas de calibracion de | vs. [Péptido] que pueden utilizarse para la detecciéon de
péptidos sobre las nanoparticulas metalicas. Los parametros de adsorcién encontrados en

la seccién anterior facilitan esta tarea.
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El primer paso consiste en encontrar el rango dinamico lineal para la relacion
Isers/[Péptido], que va desde el limite de deteccion (cantidad o concentracion mas
pequefia del analito que produce una sefial significativamente diferente de la sefal del
ruido de fondo) (Committee, 1987) hasta la concentracion a la cual la curva de calibracion
se desvia de la linealidad, establecido por el limite de linealidad; asi, el limite de deteccion
puede obtenerse a partir de los valores de Isgrs/[Péptido] y el limite de linealidad esta
relacionado con la superficie total de adsorcién disponible de la nanoparticula metélica
empleada. Este rango para los experimentos SERS normalmente se encuentra en
regiones de concentraciones en general bajas, del orden de ppt y ppm (pg/mL y pg/mL,
respectivamente) dependiendo del tipo de molécula que se esté analizando. Normalmente
la regién de linealidad se encuentra poco afectada por la agregacién de las NPs, ya que el
intervalo de concentraciones es suficientemente bajo para que no ocurra agregacion
significativa y en estas condiciones se tiene que el valor de Isgrs corresponde de manera

proporcional con la cantidad de moléculas adsorbidas sobre la superficie.

En el modelo de adsorcion tipo Langmuir que se observa para algunos de los
experimentos con los péptidos usados en esta tesis, el intervalo de linealidad se registra a
concentraciones muy bajas; bajo estas condiciones, se puede considerar que Kqg[A]<<1,

de manera que la funcién de Langmuir puede simplificarse:

Is = kqalsmu[A] (28)

La pendiente de esta recta constituye la sensibilidad de la técnica SERS para la deteccion
del péptido y depende de la afinidad de la biomolécula por la superficie metalica (afinidad
gue esta relacionada con la constante de adsorcion k,q) y de la superficie total de

adsorcion disponible, que afecta el valor de la Intensidad SERS maxima.

Con los datos obtenidos en la curva de calibracion, es posible calcular el limite de
deteccion, para ello el criterio utilizado para que la concentracion minima detectable sea
distinguible con certeza (significativamente diferente o estadisticamente diferente) del
ruido de fondo es que la diferencia entre la sefial del analito, de concentracion muy baja, y

la sefial de los blancos sea igual a tres veces la desviacion estandar de la sefal de los
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blancos utilizados para medir el ruido de fondo; asi, el limite de deteccion derivado a partir

de los espectros SERS puede obtenerse mediante la ecuacion:

ILD = IO + 30'0 (29)

Donde I, corresponde a la sefial limite, para este caso, la intensidad de la sefial SERS
obtenida para la concentracion minima detectable, I, es la intensidad del blanco, que
corresponderia a la sefial del coloide de plata bajo las mismas condiciones de medida
pero en ausencia del péptido y o, que es la desviacion estandar de las lecturas del blanco
(Harris, 2007). Finalmente, la concentracion limite detectable (LD) se calcul6 sustituyendo
el valor de I p en la recta de calibrado anterior (Ecuacion 29). El ajuste lineal a bajas
concentraciones para SST, OCT y VAP adsorbidas sobre nanoparticulas de oro y plata se
muestra en las graficas de las Figuras 55. Asi mismo, los valores de los pardmetros de

adsorcion calculados a partir de estos ajustes se presentan en la Tabla 15.

Tabla 15. Resultados del ajuste lineal a bajas concentraciones y limites de deteccién (LD)
obtenidos a partir de las isotermas de adsorcién SERS de SST, OCT y VAP.

Parametro Kag*lsm *¥10° R? LD (ng/mL)
AuCT  AgHX AuCT AgHX AuCT AgHX
Somatostatina 22.6 - 0.99 - 3.97 -
Octreotide 52.0 - 0.99 - 1.07 -
Vapreotide 29.8 2.50 0.99 | 0.99 2.07 24.21

En el caso de usar el coloide de oro obtenido por reduccién con citrato de sodio, se tiene
que la region de linealidad se encuentra en el intervalo 1x10® — 1,5x10" M para SST,
1,5x107 — 1x10® M para OCT y 1x107 - 1x10® M para VAP. La sensibilidad de la técnica,
es decir, la pendiente de la recta de calibracion, varia en el sentido OCT > VAP > SST, la
cual depende de la afinidad de estos compuestos hacia la superficie de plata y la
capacidad de adsorcion de la superficie de las nanoparticulas de Au empleadas. Por otro
lado, los limites de deteccion deducidos para este sustrato son 3.97, 1.07 y 2.07 ng/mL

para SST, OCT y VAP, respectivamente.
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Figura 55. Ajuste lineal de la ISERS frente a la concentracion de SST (A), OCT (B) y VAP
(C) en condiciones de baja concentracion. Excitacion a 785 nm.
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Finalmente, el ajuste lineal para VAP adsorbido sobre la superficie de plata se muestra en

la Figura 56 y los parametros de adsorcion en la Tabla 15. A partir de esta se encontro
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gue la sensibilidad del método, dada por kas*Isw €s 2.5X10°; este valor reafirma la gran
afinidad que presenta este péptido por la superficie de plata. Sustituyendo el valor de | p
por el de Is en la ecuacion 29, se determin6 que el limite de deteccion para VAP sobre
plata es de 24.21 ng/mL.

Los bajos limites de deteccion obtenidos en esta tesis para Somatostatina y sus analogos
sugieren un gran potencial de esta técnica en aplicaciones cuantitativas, especialmente
en el desarrollo de aplicaciones para diagnéstico médico, teniendo como ventajas que no
se requiere de pretratamiento complicado de la muestra, se puede realizar en solucion, a
pH fisiol6gico, con cantidades muy pequefias de analito y usando tiempos cortos de

analisis.

Figura 56. Ajuste lineal de la ISERS frente a la concentracion de VAP en condiciones de

baja concentracién (1x10-6 - 1x10-7 M) en AgHX. Excitacion a 785 nm.
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Los resultados presentados en esta tesis constituyen un primer paso hacia la basqueda
de métodos de andlisis, deteccion y cuantificacion de biomoléculas en condiciones mas

adecuadas, disminuyendo la sensibilidad y el limite de deteccién y los tiempos de andlisis.
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4. CONCLUSIONES

La espectroscopia Raman Intensificada por efecto superficial (SERS), empleando
especificamente suspensiones coloidales de nanoparticula metélicas como sustrato
puede ser considerada como un método seguro y efectivo para el analisis de
biomoléculas tales como aminoéacidos y péptidos, ya que cumple con todas las

necesidades en cuanto identificacion, sensibilidad y selectividad.

La posibilidad de registrar un espectro SERS de un aminoacido o un péptido depende de
la intensificacion producida por el sustrato metalico y de la adsorciéon de la biomolécula
sobre este. De manera, que la eleccion apropiada del coloide metalico es un paso clave
para optimizar estos dos factores e incrementar la efectividad de SERS para la deteccion

de biomoléculas.

De los sistemas coloidales utilizados en este trabajo, las nanoparticulas de plata
obtenidas por reducciéon con clorhidrato de hidroxilamina exhiben los factores de
intensificacibon mas altos para el estudio de aminoacidos y péptidos; adicionalmente
presentan una mayor superficie disponible para la adsorcién de especies moleculares, y

son mas limpios ya que no hay bandas que interfieran en los espectros SERS.

Las nanoparticulas de plata obtenidas por reduccion con citrato de sodio mostraron una
baja eficiencia SERS debido al gran cubrimiento superficial de los iones citrato y sus
productos de oxidacion que a su vez dan muchas bandas de interferencia; estos iones
compiten con el analito por una posicion en la superficie y dan lugar a bandas muy fuertes
en el espectro que solapan las sefiales del analito, lo que limité seriamente la obtencion
de espectros SERS de los aminoacidos y péptidos estudiados. No obstante las moléculas
estudiadas se adsorbieron satisfactoriamente sobre la superficie de las nanoparticulas de
oro; esto debido a la modificacion del protocolo de reduccién, donde se utiliz6 una
cantidad menor de citrato de sodio, lo que tiene como consecuencia un aumento en el
tamafio de la nanoparticula, pero también una disminucién en el nimero de iones citrato
sobre la misma. Asi mismo, se observé que la estabilidad de este sistema es la mas alta
debido al efecto protectivo de las especies carboxilato adsorbidas en la superficie y a su

efecto buffer.
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Los coloides obtenidos por ablacion laser son muy homogéneos en cuanto al tamafio de
particula, pero son muy inestables y esto se refleja en la total agregacion cuando estan en
la presencia de los péptidos estudiados, esto hizo que fuera imposible obtener un
espectro SERS de los aminoacidos o de SST y sus analogos usando los coloides

obtenidos por ablacion laser tanto en oro como en plata.

Cuando se analizan biomoléculas con nanoparticulas del mismo metal, el método de
preparacion de las misma también juega un papel importante en la intensidad SERS
debido a las diferencias en la quimica superficial de cada coloide y a la presencia de
especies residuales adsorbidas que pueden enlazarse fuertemente a la superficie
metdlica y limitar los sitios de adsorcion disponibles sobre la superficie metélica, o
interactuar débilmente en cuyo caso estos podrian ser reemplazados por biomoléculas

con una mas alta afinidad.

Los aminoécidos y péptidos estudiados mostraron afinidad por las AgHX. La interaccion
de los AA con las superficies de plata preparadas por reduccion con clorhidrato de
hidroxilamina est4 dada por los grupos amino y carboxilo, variando la orientacion y

preferencia en funcion de la afinidad del residuo aminoacidico por la superficie metalica.

Se evidencia una interaccién de tipo electrostética con las AgHX para todos los péptidos;
la adsorcién preferencial se da a través de la interaccion electrostatica entre el par iénico
Ag’-Cl' en la nanoparticula y las cargas positivas sobre el péptido, que bajo las
condiciones de pH estudiadas (fisiologico) se presentan en las cadenas laterales de los
residuos Lys y en el grupo amino terminal. Sobre la base de los resultados se puede
concluir que la carga en los péptidos es una variable que debe ser considerada para la
obtencion de un espectro SERS. Se propone que cuando un péptido esta constituido por
aminoacidos con carga positiva en los residuos, se debe favorecer su interaccién con las
AgHX.

Los péptidos mostraron afinidad por las AuCT. La interaccion de SST y sus analogos se

dio preferencialmente en el residuo Trp, a través de la formacién de un complejo de

transferencia de carga entre el atomo de N del grupo indol y la superficie de oro. Esta tipo
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de interacciones fuertes resultan de interés para el desarrollo de aplicaciones en

biosensores.

Es necesario considerar las variables como la carga neta del péptido y la carga de la
nanoparticulas metélica, para la obtencion de espectros SERS. De esa forma se garantiza
un ambiente propicio para que las biomoléculas interactien favorablemente en bajas

concentraciones sin necesidad de funcionalizar la superficie metalica.

Las diferencias encontradas en los mecanismos de enlace de los péptidos a los dos tipos
de superficies (Au y Ag), son coherentes con el hecho de que la naturaleza del metal y su
cubrimiento i6nico superficial afectan el enlace del péptido y su posterior proceso de

agregacion.

El estudio de las isotermas de adsorcién muestra que la adsorcién de SST y sus analogos
sobre nanoparticulas de plata siguen un modelo tipo Langmuir; mientras que sobre oro se
presenta un modelo tipo BET, excepto para VAP que presenta también un modelo tipo
Langmuir. Mediante un ajuste no lineal a una ecuacion tipo Langmuir en funcién de la
intensidad SERS y de la concentracién de la biomolécula se calcularon los parametros y

constantes de adsorcion sobre la superficie metalica.

Para el estudio SERS cuantitativo los limites de deteccion fueron calculados a partir de la
region lineal de la curva de adsorcion en la regién de bajas concentraciones. En general
se encontraron limites de deteccidon que pueden ser del orden de unos cuantos ng/mL
dependiendo del caso. Estos limites de deteccidbn son comparables con los reportados
por otras técnicas para el analisis de biomoléculas, pero con la ventaja de la posibilidad
de hacer un andlisis directo, sin mayores pretratamiento de la muestra, con gran

especificidad y tiempos cortos de analisis

Por todas las razones anteriores, la técnica SERS puede ser postulada como una técnica

prometedora para el andlisis cualitativo y cuantitativo de aminoécidos y péptidos.
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5. RECOMENDACIONES

En el futuro cercano, se recomienda probar la aplicabilidad de este protocolo de
nanofabricacién usando otros péptidos catidnicos; mientras que se recomienda elaborar
otros protocolos de nanofabricacion para estudiar moléculas cargadas negativamente o

neutras.

En cuanto a la SST se refiere, los componentes moleculares preferenciales a través de
los cuales esta puede interactuar con las nanoparticulas plasmoénicas se pueden inferir a
partir de los resultados presentados en esta tesis, esto es, Trp® para las nanoparticulas de
oro y uno de los tres sitios cargados positivamente (N*, Lys* y Lys®) para las
nanoparticulas de plata. Entre estos sitios de union, hay que destacar sobre todo los dos
residuos contiguos a Trp® y Lys®, que son reconocidos por su importante papel en el
proceso de unién de SST a uno de sus cinco subreceptores; de hecho, la mutacion de
estos residuos hace inactiva la hormona peptidica'®. En consecuencia, surge una
pregunta interesante a partir de aqui y es hasta qué punto el analisis de la adsorcion de
moléculas biolégicamente activas a nanoparticulas plasmonicas se puede utilizar como
una herramienta para explorar sus potenciales sitios de interaccién con sus receptores
celulares. Esta cuestion podria ser estudiada en profundidad en proximos trabajos de esta

linea de investigacion.
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