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RESUMEN

TITULO: IMPLEMENTACION DE UN METODO DE ANALISIS PARA LA DETERMINACION DE
ALBUMINA SERICA BOVINA MEDIANTE APAGAMIENTO DE LA FLUORESCENCIA POR OXIDO
DE GRAFENO*

AUTOR: Milton Javier Betancourt Pamplona**

PALABRAS CLAVE: Oxido de grafeno; Albdmina de suero bovino; Espectroscopia de
fluorescencia; Apagamiento estatico; Parametros termodinamicos.

En este trabajo se presenta la sintesis de 6xido de grafeno (GO) y el andlisis de su interaccién con
albimina de suero bovino (BSA). El GO fue preparado por el método quimico y su estructura fue
caracterizada por espectroscopia UV-vis, espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
(FT-IR), y determinacién del tamafio de particula mediante dispersion dinamica de la luz (DLS).

La interaccién entre GO y BSA bajo condiciones fisioldgicas simuladas fue analizada por
espectroscopia de fluorescencia. Los experimentos se llevaron a cabo a tres temperaturas
diferentes (293, 298 y 303 K) vy, los resultados demostraron que el GO produjo apagamiento de la
fluorescencia de la BSA a través de un mecanismo de apagamiento estatico para bajas
concentraciones de GO, y un mecanismo de apagamiento combinado (estatico y dinamico) para
concentraciones altas de GO. Para el mecanismo de apagamiento estatico que se da a través de la
formacién de un complejo entre GO y BSA, fueron determinados la constante de apagamiento de
Stern-Volmer (Ksv), la constante de enlace (Ka), el nimero de sitios de enlace (n), y los
correspondientes parametros termodinamicos (AH, AS y AG). Los parametros termodinamicos,
indicaron que fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrégeno fueron las fuerzas
intermoleculares dominantes en la estabilizacion del complejo.

* Proyecto de grado
** Facultad de ciencias. Escuela de quimica. Director: Enrique Mejia Ospino.



ABSTRACT

TITULO: IMPLEMENTATION OF A METHOD OF ANALYSIS FOR THE DETERMINATION OF
BOVINE SERUM ALBUMIN BY FLUORESCENCE QUENCHING FOR GRAPHENE OXIDE *

AUTHOR: Milton Javier Betancourt Pamplona**

KEYWORDS: Graphene oxide; Bovine serum albumin; Fluorescence spectroscopy; Static
guenching; Thermodynamic parameters.

In this work is presented the synthesis of graphene oxide (GO) and the analysis of its interaction
with bovine serum albumin (BSA). GO was prepared by the chemical method and its structure was
characterized by UV-Vis spectroscopy, Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectroscopy, and
determination of particle’s size by dynamic light scattering (DLS).

The interaction between GO and BSA was investigated by the method of fluorescence
spectroscopy under simulative physiological conditions. The experiments were conducted at three
different temperatures (293, 298 and 303 K) and the results showed that the GO caused the
fluorescence quenching of BSA through a static quenching mechanism for low concentrations of
GO, and combined quenching mechanism (static and dynamic) to high concentrations of GO.

For static quenching mechanism that is through the formation of a complex between GO and BSA,
were determined Stern-Volmer’s quenching constant (Ksv), the binding constant (Ka), the number of
binding sites (n), and the corresponding thermodynamic parameters (AH, AS and AG). The
thermodynamic parameters indicated that Van der Waals forces and hydrogen bonds were the
dominant intermolecular force in stabilizing the complex.

* College thesis
** Faculty of science. School of chemistry. Director: Enrique Mejia Ospino.
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INTRODUCCION

La estructura de este trabajo se puede organizar en tres aspectos que
comprenden: una proteina de estudio (albumina de suero bovino), un ligando de
interaccién con la proteina (6xido de grafeno) y una técnica instrumental para el
analisis de la interaccion entre ellos (fluorescencia). A continuacion se dard una

breve descripcion de estos.

- AlbUmina de suero

La albumina de suero ha sido una de las proteinas mas extensamente estudiadas
durante muchos afos. La albumina es la proteina mas abundante en el plasma
sanguineo con una concentracion tipica de 50 g/L . Entre sus funciones se
encuentran: (i) ser el principal transportador de acidos grasos que son insolubles
en el plasma circulatorio @, (ii) ser también capaz de enlazarse a una gran
variedad de metabolitos y drogas, (iii) regulacion de la presidbn osmatica coloidal
de la sangre, esta proporciona alrededor del 80% de la presion osmatica y (iv) es
responsable de mantener el pH de la sangre . Las extraordinarias propiedades
de enlace de la albumina se han considerado para el papel central que esta puede

jugar en la eficacia y rapidez de liberacion de medicamentos 341,

La albumina de suero bovino BSA se seleccion6 como proteina modelo para este
trabajo debido a su importancia bioldgica, solubilidad en agua (lo cual es
importante para estudios de interaccion), y por su facil disponibilidad. Esta
contiene 583 residuos de aminoacidos con un peso molecular de 66411.17 Da,
entre ellos, dos residuos triptéfano en la posiciones 134 y 212, asi como tirosina y
fenilalanina, que son residuos aromaticos que presentan fluorescencia intrinseca,

sin embargo, el principal responsable de la fluorescencia de la BSA es el triptéfano
[5]
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- Oxido de grafeno

Actualmente, la conversion quimica de grafito a 6xido de grafeno (GO) ha surgido
como una ruta viable para obtener grafeno de una sola capa en grandes
cantidades. El grafeno es el componente estructural base del grafito. Es una
monocapa bidimensional (2D) de &tomos de carbono de hibridacién sp? dispuestos
en los vértices de una red hexagonal similar a un enrejado de panal de abejas y es
el descubrimiento por el cual, Andre Geim and Konstantin Novoselov ganaron el
premio nobel de fisica en 2010 [©l. El grafeno presenta excepcionales propiedades
térmicas, Opticas, mecanicas y de transporte de carga, es por esta razén que hoy

en dia ha atraido enorme atencion por sus posibles aplicaciones materiales.

A partir del interés que ha despertado el grafeno, el 6xido de grafeno se ha
comenzado a estudiar no solo por su parentesco con el grafeno sino, por
propiedades Unicas que presenta, siendo el GO una molécula ambifilica 2D
gigante, que presenta varios grupos funcionales oxigenados asi como dobles

enlaces C=C en su estructura "],

- Espectroscopia de fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia se ha aplicado ampliamente para explorar la
estructura y propiedades de moléculas en sistemas quimicos y biolégicos 8. La
técnica de fluorescencia es el método mas simple para estudiar la interaccion de
drogas con biomacromoléculas debido a que esta tiene las ventajas de alta
sensibilidad, rapidez y es de facil implementacion . El apagamiento de la
fluorescencia es la disminucion de la fluorescencia de un analito fluorescente,
denominado fluoroforo, por una molécula denominada apagador. El apagamiento
se ha utilizado para determinar la ubicacion de fluoroforos en macromoléculas con
base en la accesibilidad de estos a los apagadores [, La intensidad de la

fluorescencia de un fluoroforo se puede disminuir a través de diferentes
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interacciones moleculares que incluyen, reacciones de estado excitado, rearreglos
moleculares, transferencia de energia, formacion de un complejo de estado
fundamental y apagamiento colisional . ElI apagamiento puede ocurrir por
diferentes mecanismos, los cuales usualmente se clasifican como apagamiento
dindmico y estético. El apagamiento dinamico se refiere al proceso en donde el
fluoroforo y el apagador entran en contacto durante la existencia transitoria del
estado excitado del fluoroforo. El apagamiento estético se refiere a la formacién de
un complejo fluoroforo-apagador. En general, los mecanismos dinadmico y estatico
se pueden distinguir por su diferente dependencia de la temperatura 1.

En este trabajo se sintetiz6 GO, se analizdé su interaccion con BSA en medio
acuoso, mediante la técnica de fluorescencia. Los resultados indicaron que la
intensidad de la fluorescencia de la BSA disminuyé gradualmente con el
incremento en la concentracion de GO, lo que sugiere que el GO interactuo con la
BSA y apag06 su fluorescencia intrinseca. Finalmente, se llevaron a cabo las
medidas de fluorescencia a tres temperaturas diferentes (293, 298 y 303 K), con el
fin de determinar el mecanismo de apagamiento y el tipo de fuerza intermolecular
involucrado en la interaccion entre GO y BSA a partir de parametros
termodinamicos. Entre estos parametros estan: la constante de asociacion, el
namero de sitios de union y los parametros termodindmicos basicos como el

cambio de entalpia AH°, el cambio de entropia AS® y el cambio de energia libre

AG°.
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1. MARCO CONCEPTUAL

1.1. ALBUMINA

Muchos investigadores han estudiado las estructuras, funciones y propiedades de
las albuminas séricas (humana, bovina, equina, porcina, de ratas) para
comprender sus interacciones con otras moléculas y ligandos. Entre estas, las
albuminas humana (HSA) y bovina (BSA) han sido de particular interés, la primera
por su importancia en estudios clinicos, metabdlicos y genéticos, y la segunda por
su papel como una proteina modelo y sus mdultiples aplicaciones in vitro. Las
moléculas y ligandos que han sido estudiados incluyen acidos grasos, iones

metéalicos, pigmentos, y numerosos farmacos 110121,

BSA y HSA son proteinas homologas, BSA y HSA comparten aproximadamente el
76 % de identidad en la secuencia primaria entre si [*1l, Este resultado implica que
la BSA y HSA pueden tener funciones biolégicas muy similares, y que los estudios

realizados con la proteina modelo BSA se puedan aplicar a la HSA.

Caracteristicas estructurales y propiedades quimicas

La caracteristica estructural Unica de las albuminas de suero humano y bovino, es
su patréon de puentes disulfuro, las albuminas humana y bovina tienen cada una 17
puentes disulfuro, este enlace es una caracteristica de las proteinas extracelulares
y contribuye a la estabilidad de las proteinas plasmaticas en la circulaciéon. Los 17
puentes disulfuro organizan la secuencia primaria de la proteina en 9 lazos %3
(VER ANEXOS A, By C).

La siguiente caracteristica estructural de las albuminas es que se componen de

tres dominios homélogos. Los dominios homdlogos suelen ser numerados |, Il, y
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lll, comenzando a contar desde el extremo amino. Cada uno de los dominios
comprende dos lazos largos separados por un lazo corto, y se organizan en el
orden de largo-corto-largo, largo-corto-largo, largo-corto-largo en los tres dominios
(ver anexos A y B). La orientacion lineal de los nueve lazos no representa con
precision la disposicion en un cristal como se observa por difraccion de rayos X
(figura 1), pero es util para visualizar la homologia entre los dominios de la
molécula, donde se encuentra que comparten entre ellos 18-25% de su

composicion de aminoacidos 141,

Los tres dominios, aunque homoélogos, tienen diferentes funciones de union al
ligando. Dentro de cada dominio los dos primeros lazos, lazos 1-2, 4-5y 7-8, se
agrupan en subdominios IA, 1IA y IlIA, respectivamente, y los lazos 3, 6 y 9 son
llamados subdominios IB, IIB y IlIB. Este agrupamiento tiene un significado
funcional que es evidente en la estructura derivada a partir de estudios de
difraccion de rayos X, donde se han determinado las regiones de union en la
albumina con diversos tipos de ligandos. Se ha establecido que ligandos
aromaticos y heterociclicos se unen dentro de las dos cavidades hidréfobicas en
subdominios 1A y IlIA (sitios | y Il figura 1), acidos grasos se unen en los
subdominios IB, llIA, IlIB, en el dominio |l se enlaza con bilirrubina y hemina 9 y,
en el extremo amino terminal se enlaza con cationes Cu?" y Ni?* 18 Esta
capacidad de la albumina de suero, de enlazarse con diversos tipos de ligandos

en diferentes regiones de union de la proteina, es su propiedad mas interesante.

Si bien hay similitudes importantes entre BSA y HSA en sus composiciones (tabla
anexo C), la BSA tiene dos residuos triptofano que poseen fluorescencia
intrinseca, Trp-134 en el primer dominio (subdominio IB) y Trp-212 en el segundo
dominio (subdominio 11A). Trp-212 esta situado dentro de una cavidad de unién
hidrofébica de la proteina y Trp-134 se encuentra en la superficie de la molécula
7], Por otro lado, la HSA solo tiene un residuo de triptéfano que posee

fluorescencia intrinseca Trp-214, dentro del subdominio IIA, cavidad hidrofébica.
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Figura 1. Estructura cristalina de la BSA. Los 583 aminoéacidos de la molécula
estan en forma de corazon y consisten de tres dominios repetidos (rotulados I-Ill)
cada uno de los cuales esta dividido en dos sub-dominios (A y B). La estructura
tiene un alto contenido a-helical (~67%) y un numero inusualmente grande de

enlaces disulfuro (17 en total).

Trp-212 Dominio |

B Trp-134
Dominio il
Sitio |l Sitio |

Dominio Il

Adaptado de la referencia 17.
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1.2. OXIDO DE GRAFENO

Antes de describir al GO es necesario mencionar su precursor o materia prima
(grafito), asi como al material que le ha hecho ganar importancia en estudios
actuales (grafeno).

- Grafito

El carbono puede existir en varias formas cristalinas diferentes, entre ellas las

mas tradicionales son el diamante y el grafito.

Figura 2. Estructuras de (a) diamante y (b) grafito.

(@) (b)

Adaptado de la referencia 18.

El diamante tiene atomos de carbono sp? (de coordinacién cuatro) que forman una
red tridimensional extendida cuyo motivo es la conformacion de silla del
ciclohexano, una molécula de anillo de seis miembros plegada 8. El grafito, por

otra parte, tiene carbonos sp? (de coordinacion tres) que forman hojas planas cuyo
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motivo es el anillo plano de seis miembros, estas hojas planas se organizan
paralelamente entre si y se mantienen unidas por fuerzas de Var der Waals (figura
2). Se deberia mencionar aqui que el grafito se considera un apilamiento de

grafeno, cuando el numero de capas es >10.

Cuando se oxida el grafito forma 6xido de grafito en el que estan presentes varios
grupos funcionales que contienen oxigeno. El éxido de grafito fue preparado por
primera vez mediante la oxidacién de grafito con KCIO3s/HNO3 por el quimico de
Oxford Brodie en 1859 [9. Staudenmaier modific6 este método mediante la
adicién de un acido mas (H.SO4) como agente oxidante 9. Sin embargo, estos
dos métodos son lentos y peligrosos. En 1957, Hummers y Offeman [24
desarrollaron un método mas rapido y seguro para preparar oxido de grafito a
partir de grafito en el cual una mezcla esencialmente anhidra de NaNO3, H.SO4 y
KMnO4 fue usada como agente oxidante.

Con el surgimiento del grafeno, la preparacion de o6xido de grafito ha revivido y el
meétodo de Hummers-Offeman se ha modificado recientemente siendo mas

efectivo por la adicion de etapas pre-oxidativas [?2,

- Grafeno

El grafeno es una lamina de solo dos dimensiones (2D) compuesta de atomos de
carbono sp? empacados compactamente en un enrejado de panal de abejas. Este
se puede ver como el bloque basico de construccion de otros materiales grafiticos
de varias dimensiones. Por ejemplo, se puede envolver para formar fullerenos 0D,
enrollarse en nanotubos de carbono metalicos y semiconductores (CNTs), o

apilarse para formar grafito semi-metalico 3D % (Figura 3).

El grafeno de una sola capa fue aislado por primera vez por Novoselov y Geim en

2004. A diferencia de otros alétropos de carbono, el grafeno exhibe propiedades
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claramente diferentes. Por ejemplo, el grafeno muestra una notable conductividad
térmica, resistencia estructural superlativa, e increibles propiedades eléctricas 124,

El grafeno fue obtenido inicialmente por el método de ruptura micromecanica, en
el cual se aplicé una cinta adhesiva para pelar grafito pirolitico altamente ordenado
(HOPG) frotando sobre sustratos de interés (por ejemplo sobre SiO2) con lo que
se obtuvieron pequefias piezas de grafeno de una sola capa con un tamafo de
varios micrones 23, Este método es impractico para obtener grafeno en grandes
cantidades para aplicaciones en nanoelectronica, sensores, 0 materiales de

relleno.

Figura 3. Grafeno: padre de todas las formas grafiticas.

Grafeno

Fullereno Nanotubo Grafito

Adaptado de la referencia 23.
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Para obtener grandes cantidades de grafeno, actualmente se esta utilizando el
método quimico, en el que se oxida grafito a 6xido de grafito. Después del
movimiento mecanico o sonicacion suave en agua, el 6xido de grafito se exfolia a
oxido de grafeno. Y por ultimo mediante la reduccién del 6xido de grafeno se

obtiene el grafeno.

- Caracteristicas del 6xido de grafeno
Cuando el 6xido de grafito se separa o exfolia en sus hojas individuales se
denomina oxido de grafeno (GO), el 6xido de grafeno es 6xido de grafito de una

sola capa (Figura 4).

Figura 4. Oxido de grafeno (GO).

Adaptado de la referencia 25.

El GO es un soporte altamente oxigenado que lleva principalmente grupos
hidroxilo y epdxido y en cantidades pequefias grupos lactol y éster en los atomos
de carbono de hibridacién sp? en el plano basal; ademas, lleva grupos carbonilo y
carboxilo en los atomos de carbono de hibridacién sp? ubicados en los bordes de

la hoja. Por lo tanto, el GO es altamente hidrofilico y por eso es facilmente

26



exfoliado en agua, produciendo una dispersion estable que consiste
principalmente de hojas de grafeno oxidadas de una sola capa. La estructura
guimica del 6xido de grafeno asi como el tipo y distribucion de grupos funcionales
gue contienen atomos de oxigeno se ha estudiado mediante RMN con 6xido de

grafeno marcado con carbono 291,

Propiedades del 6xido de grafeno

Dispersabilidad

Las cargas sobre la superficie del 6xido de grafeno son altamente negativas
cuando esta disperso en agua debido a la ionizacion de los grupos hidroxilo
fendlico y acido carboxilico. Las dispersabilidades del GO en agua son tipicamente
del orden de 1-4 mg/mL P8l A partir de medidas de potencial zeta de las
dispersiones acuosas de oxido de grafeno se ha comprobado la estabilizacion
electrostatica de las hojas de O6xido de grafeno en un rango de 4-10 unidades de
pH, se encuentran potenciales zeta negativos de 30-50 mV [?7l, De esta forma, la
formacion de coloides estables de 6xido de grafeno en agua se atribuye no solo a
su hidrofobicidad sino también a la repulsion electrostatica.

Por otra parte, el GO también se puede dispersar en solventes organicos tales
como DMF, NMP y THF [?8] es por esto, que el GO se considera ambifilico con el
corazén mas hidrofébico y los bordes mas hidrofilicos 24, actuando como un

surfactante 29,

Higroscopicidad

Los grupos hidroxilo, epoxido, y carboxilo sobre el GO lo hacen muy hidrofilico, y
la absorcion de moléculas de agua tiende a presentarse en los espacios
interlaminares incluso después de un secado prolongado. Asi, el GO es bastante
higroscopico, con un contenido de agua fuertemente dependiente del nivel de

humedad ambiental 39,
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Reactividad

La superficie de GO contiene varios grupos funcionales oxigenados que permiten
la formacion de enlaces covalentes con numerosos reactivos, asi como, una gran
cantidad de dobles enlaces (C=C). Con base en esto, se pueden realizar diversos
tipos de reacciones en la superficie de GO. La adicién de otros grupos funcionales
directamente sobre el GO, para formar uniones covalentes o no covalentes, cae
dentro de otra gran categoria de quimica del GO. Los grupos funcionales reactivos
del GO son los residuos epoxido, hidroxilo, carbonilo, carboxilo y residuos éster
311, Esta caracteristica del GO seria buena si se pudiera hacer reaccionar
selectivamente cada uno de estos grupos y mantener los otros intactos; sin
embargo, muchos de esos tipos de reacciones ortogonales no se han
demostrado. La mayoria de las funcionalizaciones ocurren sobre mas de un tipo
de grupos oxigenados y resulta en productos muy complicados con separacion y

purificacion casi imposible.

Toxicidad

Reportes recientes demuestran alta biocompatibilidad del GO. Se ha verificado
gque el GO no es toxico para bacterias y células de mamiferos, sin embargo,
incorporando nanoparticulas de Ag sobre la matriz del GO se activa
significativamente su actividad antibacterial ¥234, de esta forma demuestra su

inhibicion hacia el crecimiento de bacterias con minima toxicidad en humanos.

Aplicaciones
Existen numerosos informes en la literatura que sugieren posibles aplicaciones de
GO vy sus derivados 2531 especificamente para el GO, como adsorbente para

purificacion de agua 8, sensores bioguimicos 'y electroquimica 49,
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1.3. FLUORESCENCIA

La fluorescencia es la emisidén de energia, en forma de luz a una longitud de onda
dada, por una molécula llamada fluoroforo, que ha absorbido energia de una
longitud de onda diferente. La manera mas simple para explicar los diferentes
tipos de procesos de absorcion, emisién y conversion que se producen en la
fluorescencia es utilizando un diagrama de Jablonski (figura 5) 1.

Figura 5. Diagrama de energia de Jablonski ilustrando las transiciones entre
estados electrénicos de una molécula. Absorcion (A, azul, escala de tiempo 10-%°
s); conversion interna (Cl, verde, escala de tiempo 10 - 10! s); relajacién
vibracional (RV, magenta, escala de tiempo 1014 - 10! s); fluorescencia (F, rojo,
escala de tiempo 10° — 1077 s); cruce intersistema (CIS, purpura, escala de tiempo
108 - 103 s); fosforescencia (P, amarillo, escala de tiempo 104-101s).
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®
o
o
3 RV
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Adaptado de referencia 8.
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La fluorescencia (FL) ocurre cuando una molécula en su estado fundamental (So)
absorbe energia y se excita a un estado electrénicamente excitado (S1 0 S2). A
partir de ahi, la molécula se somete a relajacion vibracional (RV) o conversion
interna (Cl) en la que la energia se emite generalmente en forma de calor (A),
estos procesos no radiativos conducen rapidamente a la molécula al mas bajo
nivel vibracional del estado S1. A partir de ahi la molécula emite la energia
remanente en la forma de un fotdn retornando a su estado de energia original (So).
Puesto que la molécula experimentd un decaimiento no radiativo (generacion de
calor), el fotdbn emitido tiene menos energia que el fotdn incidente. Este cambio de
energia se conoce como corrimiento de Stokes y su magnitud depende del
fluoroforo, asi como del entorno que le rodea. Por lo tanto, la fluorescencia solo
estd presente a longitudes de onda mas largas que la longitud de onda de

excitacion o luz incidente.

La escala de tiempo de la fluorescencia depende de la sustancia exacta y de la
energia incidente, pero es mucho mas larga que el tiempo transcurrido durante la
absorcién. El transcurso de tiempo de la absorcion es del orden de 10°'° s,
mientras que el tiempo de vida de la fluorescencia es del orden de 102 s. El corto
tiempo de vida de absorcién, de acuerdo con el principio de Franck-Condon, no
permite ninguna interaccion molecular durante el proceso, mientras que el tiempo
de vida relativamente mas largo de la emision de fluorescencia permite una
variedad de otras interacciones como el caso del apagamiento que se discute mas

adelante “11,

A partir del méas bajo nivel vibracional del mas bajo estado excitado, la molécula
puede también caer bajo cruce intersistema (CIS), donde el electrén cambia la
multiplicidad de espin, tomando un estado excitado triplete, T1. Aqui la molécula
cae de nuevo bajo relajacion vibracional antes de liberar la energia para regresar

a su estado fundamental, en un proceso conocido como fosforescencia (P). Esta
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transicion es “prohibida” por las reglas cuénticas clasicas y como tal la velocidad

es mucho menor que la fluorescencia (fosforescencia 10 — 101 s).

1.3.1. APAGAMIENTO DE LA FLUORESCENCIA

El apagamiento es otro camino para que el fluoréforo excitado se relaje al estado
fundamental sin emitir luz. Aqui la energia es transferida de algin modo a otra
molécula, particula o estructura que es capaz de absorber la energia no
radiativamente (el apagador). El apagamiento es por lo tanto, un ejemplo de
decaimiento no radiativo, que puede ocurrir por varios procesos incluyendo
apagamiento colisional o dinamico, apagamiento estatico y apagamiento FRET ¥,
En todos los casos el proceso resulta en una disminucion de la fluorescencia

exhibida por el fluoroforo.

1.3.1.1. Mecanismo Dinamico

Para el apagamiento dinamico, todo fluor6foro durante su tiempo de vida de
estado excitado (1), se ve afectado por el proceso de apagamiento, ya que existe
la posibilidad de colisién con un apagador. Asi, tanto la intensidad de fluorescencia
(F) y el tiempo de vida (1) se reducen con el aumento de la concentracion del
apagador. El mecanismo bimolecular de apagamiento de la fluorescencia por lo

general puede ser descrito por el esquema cinético siguiente [

M+ hv — M* (Ec. 1)

M*SM+h' (Ec. 2)
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M M+ A (Ec.3)

M+ Q3M+Q+ A (Ec. 4)

donde M y M * representan el fluor6foro en su estado fundamental y excitado,
respectivamente, Q representa al apagador, A el calor, K la constante de velocidad
y sus subindices, (r) proceso radiativo, (nr) no radiativo y (q) apagamiento. En
ausencia de apagadores, velocidad de relajacion de un fluoréforo excitado, M*, se
puede escribir como

D) = (K, + KM (Ee.5)

La solucion de la ecuacion 5 con respecto a las condiciones iniciales, en t=0, [M*]
= [M*]o es
*] = * -t/ (EC. 6)
[M*] = [M"]oe™ /™

donde 7, = 1/(K, + K,,), es el tiempo de vida de la fluorescencia en ausencia de
cualquier apagador. Por otra parte, si esta presente en la solucién un agente de

apagamiento (Q), la velocidad de relajacion de M* queda

dim] .
o= (K + K + Kg[Q1)[M] (Ec. 7)

Si [Q] >> [M*], hace que [Q] pueda ser tratada como una constante (en la practica

[Q] es varios 6rdenes de magnitud mas grande que [M*]), entonces la ecuacion 7

se puede integrar para obtener

[M*] = [M*]ge~" (Ec. 8)
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donde 7= 1/(K, + Ky, + Kq[Q]), es el tiempo de vida de la fluorescencia en
presencia del apagador. A partir de la relacion de tiempos de vida en ausencia y

presencia del apagador, tenemos

To Ec.

2=1+ Kzo[Q) (Ec. 9)
Como ya se menciond para el apagamiento dindmico, la intensidad de la
fluorescencia es proporcional al tiempo de vida de fluorescencia del analito por lo

tanto la expresion 9 se puede escribir como

Fy To

- T 1+ Kq7o[Q] = 1+ Ky [Q] (Ec. 10)

F

donde Fo y F son las intensidades de fluorescencia en estado estacionario en
ausencia y presencia de apagador, respectivamente. La relacion entre la
intensidad de la fluorescencia y la concentracion de apagador (ecuacion 10) se
conoce como ecuacion de Stern-Volmer. Si se mide la intensidad de la
fluorescencia (F) (o el tiempo de vida, 7) del fluoréforo en ausencia de apagador y
en presencia de cantidades crecientes de apagador, y la relacion resultante de las
intensidades de fluorescencia (Fo/F) (0 7,/7) Se representa como una funcién de la
concentracion de apagador, [Q], la grafica resultante (una gréafica de Stern-Volmer)
tendra una interseccion de uno, y una pendiente conocida como constante de

Stern-Volmer, Ksy.
1.3.1.2. Mecanismo Estatico

Para el apagamiento estatico, Unicamente las asociaciones fluoréforo-apagador
dan como resultado la reduccion de la intensidad de fluorescencia mientras que

fluoréforos sin asociacion son libres de presentar fluorescencia. El aumento de la
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concentracion del apagador disminuye la intensidad de fluorescencia (F), debido a
que hay mas asociaciones, pero no afecta el tiempo de vida de la fluorescencia (1)
debido a que los fluoréforos no asociados pueden presentar fluorescencia con su
tiempo de vida de fluorescencia normal. A continuacion se presenta un mecanismo
de apagamiento estatico: Formacion de un complejo no fluorescente de estado
fundamental, si se considera la formacion de un complejo no fluorescente 1:1

(MQ) de acuerdo al equilibrio
M+Q=MQ (Ec. 11)

En el apagamiento estatico, el tiempo de vida del estado excitado del fluoroforo M
no se ve afectado, en contraste con el apagamiento dinamico. La intensidad de la
fluorescencia de la solucién disminuye después de la adicion de Q, pero el
decaimiento de la fluorescencia después del pulso de excitacibn no se afecta.
Quinonas, hidroquinonas. Purinas y pirimidinas son ejemplos bien conocidos de
moléculas responsables de apagamiento estatico.

Usando la relacion para la constante de estabilidad del complejo

Ko — [MQ] (Ec. 12)
5T IMILQ]

y la ley de la conservacion de la masa (donde [M]o es la concentracion total de M)
M, = [M]+ [MQ] (Ec.13)

Se obtiene la fraccion de fluoroforos sin acomplejar

[M] 1 (Ec. 14)
[M], 1+ KelQ]
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Teniendo en cuenta que las intensidades de fluorescencia son proporcionales a la
concentracion (valido Unicamente para soluciones diluidas), esta relacion se puede
reescribir como

Fo

2 1+ Ky [0] (Ec. 15)

Para determinar si un mecanismo de apagamiento es dinamico o estatico, una
prueba de diagndstico consiste en comparar como cambia la forma en la
intensidad de fluorescencia y el tiempo de vida en funcién del aumento de la
concentracion del apagador (figura 6) 1.

Figura 6. Gréaficas modelo para distinguir entre apagamiento dinamico y estatico.

Dinamico Estatico
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Adaptado de referencia 9
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1.4. TECNICAS INSTRUMENTALES DE ANALISIS

1.4.1. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La fluorescencia molecular se ha usado para el andlisis cuantitativo directo o
indirecto de analitos en diferentes matrices. El analisis cuantitativo es posible
cuando el rendimiento cuantico de la fluorescencia del analito es favorable. La
fluorescencia generalmente es observada en moléculas donde la energia de
absorcion méas baja es una transicion T->1*, aunque algunas transiciones n >1*
presentan una débil fluorescencia Y. El disefio basico de instrumentacién para el
monitoreo de la fluorescencia molecular se muestra en la figura 7. El instrumento
se compone de una lampara de xendn que genera un espectro continuo de luz
visible y ultravioleta, un monocromador para seleccionar la longitud de onda de
excitacion, un compartimento para la muestra, y un segundo monocromador
acoplado a un tubo fotomultiplicador (PM) para analizar la sefial de fluorescencia
42, La rejilla en el monocromador de excitacién y de emision puede dispersar luz
desde 200 hasta 900 nm. Las rendijas de entrada y salida de cada monocromador
controlan la intensidad y longitud de onda de la luz de propagacion. El
monocromador de excitacidbn entrega selectivamente una banda estrecha de
longitudes de onda de la luz de excitacidn que llega a la muestra. Una parte de la
luz incidente es absorbida por la muestra fluorescente. La luz emitida entra en el
monocromador de emisién, que se coloca en un angulo de 90 °, con respecto a la
trayectoria de la luz de excitacion para minimizar el riesgo de que la luz incidente
transmitida o reflejada alcance el detector.

El espectro de fluorescencia de una muestra se registra haciendo un escaneo del
monocromador de emision para una longitud de onda de excitacion constante
(Aex). Del mismo modo, un espectro de excitacion se adquiere mediante el
escaneo del monocromador de excitacion a una longitud de onda de emisidn fija
(Aem).
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Figura 7. Espectrofluorémetro convencional.
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Adaptado de la referencia 42.

1.4.2. ESPECTROSCOPIA UV/Vis

La espectroscopia UV-vis se utiliza para aplicaciones cualitativas y cuantitativas;
en el analisis cualitativo, las bandas de absorcién UV/Vis se correlacionan con la
estructura quimica del analito. Cuando la molécula o ion absorbe la radiacién
ultravioleta o visible sufre un cambio en su configuracién de electrones de
valencia. Los electrones de valencia en estos analitos generalmente, ocupan
enlaces sigma, o, enlaces pi, ™ y orbitales moleculares no enlazantes, n,

cuantizados. Cuatro tipos de transiciones entre niveles de energia cuantizados se
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consideran para el espectro molecular UV/Vis ¥, En la Tabla 1 se muestran los
intervalos aproximados de longitud de onda para estas absorciones, asi como una
lista parcial de enlaces, grupos funcionales, o moléculas que dan lugar a estas
transiciones. De estas transiciones, las mas importantes son n—m* y m— %,
porgue implican grupos funcionales que son caracteristicas del analito y longitudes
de onda que son facilmente accesibles. Los enlaces y los grupos funcionales que
dan lugar a la absorcién de la radiacion ultravioleta y visible son llamados

cromoéforos.

Tabla 1. Transiciones electronicas que involucran orbitales moleculares n, o y 1.

Transicion | Rango de longitud de onda (nm) | Ejemplos

o— o* <200 C-C,C-H

n— o* 160-260 H20, CH30OH, CHsClI
™o 200-500 C=C, C=0, C=N

n— 250-600 C=0, C=N, N=N, N=0O

1.4.3. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO FTIR (ATR)

La espectroscopia de infrarrojo empleando la técnica de ATR se utiliza para el
analisis superficial de materiales. También sirve para caracterizar materiales, muy
concentrados o que absorben fuertemente como para ser analizados mediante
espectroscopia de transmision. Para estos materiales no se requiere una
preparacion previa de la muestra, para el andlisis por ATR, se coloca directamente
la muestra pulverizada o en pelicula.

Para esta espectroscopia, la radiacion IR se pasa a través de un cristal que tenga
un alto indice de refraccion (usualmente de ZnSe o Ge), permitiendo asi que la
radiacion se refleje dentro del elemento de ATR varias veces. La radiacion IR del

espectrometro entra en el cristal y luego refleja el rayo dentro del mismo y penetra
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en una pequefia cantidad de muestra con cada reflexion a lo largo de la superficie
mediante la llamada onda "evanescente" o que se desvanece. Al final del cristal, el

rayo sale y es dirigido fuera del cristal hacia el espectrometro (figura 8) 131,

Figura 8. Sistema ATR de reflexion multiple.
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Adaptado de la referencia 43.

1.4.4. DISPERSION DINAMICA DE LA LUZ (DLS)

La dispersion dinamica de la Luz (DLS) se utiliza para determinar el tamafio de
nanoparticulas. Se puede calcular su tamafio al medir el movimiento Browniano de
las particulas. A tamafios mayores de particulas, menor serd el movimiento
browniano. La velocidad del movimiento de particula es definida por el llamado
coeficiente de difusion translacional D, a partir del cual se calcula el diametro

hidrodindmico dy usando la ecuacion de Einstein-Stock [44!:

kT (Ec. 16)
dH =
3mnD
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donde k es la constante de Boltzman, T la temperatura absoluta y n la viscosidad
del solvente. El didmetro que es obtenido por esta técnica es el diametro de una
esfera que tiene el mismo coeficiente de difusion translacional que la particula 'y es
asi llamado diametro hidrodinAmico. A partir de la distribucién de tamafio se
obtiene el indice de polidispersividad (PDI). A valores menores PDI de una

muestra, mas monodispersas son las particulas ¥,

40



2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. SINTESIS DE GO

La sintesis se llevd a cabo de acuerdo al procedimiento implementado por el
Quimico Ivan Gémez 8l en su trabajo de pregrado de quimica en la Universidad
Industrial de Santander, este es una modificacion al método de Hummers y se

describe a continuacion.

Se sintetiz0 Oxido de grafito a partir de grafito natural, 0.3 g de grafito se
adicionaron a una mezcla de H>SO4 98%, 0.5 g KMnO4 y 8.0 mL de H3PO4 85%, la
solucion se mantuvo a 80°C durante 4 horas. Después de dejar decantar por un
dia la solucién obtenida, el producto resultante preoxidado se lavé con agua.
Luego, al producto preoxidado se le adicionaron 12 mL de H>SOs del 98%,
seguido por adicién lenta de 1.5 g de KMnO4 manteniendo la temperatura <20°C
para evitar sobrecalentamiento y explosion, la temperatura de la solucidon se
aumentd a 35 ° C y se mantuvo por 2 horas. Luego se adicionaron 25 mL de agua
después de 2 h, se adicionaron 70 mL de H-O para diluir la solucion, y se
inyectaron 2 mL de H202 al 30 % en la solucién para que reaccionara con el
exceso de KMnO4 completamente. Se obtuvo una solucion amarilla brillante. La
mezcla resultante se lavd con HCl y H2O y se obtuvo el 6xido de grafito. El 6xido
de grafito se dispersdé en 100 mL de agua tipo | y subsecuentemente se sonico

para dar GO.
La caracterizacion se llevo a cabo mediante analisis espectroscopicos UV/VIS y de

infrarrojo y medida del tamafio de particula empleando la técnica de dispersion de

luz dinamica (DLS).
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Cuantificacién de la dispersion de 6xido de grafeno

Para la cuantificacion de 6xido de grafeno se midié un volumen de 50 mL de la
dispersion de GO obtenida y, se transfiri6 este volumen a una capsula de
porcelana limpia y seca, registrando el peso de la cdpsula antes de la adicién del
GO. Luego, se llevd a sequedad este volumen en un horno a 80 °C hasta obtener

un peso constante.

2.1.1. CARACTERIZACION DE GO

2.1.1.1. Espectro UV/Vis

Este anadlisis se realizd en un espectrofotometro ultravioleta visible, marca
SHIMADZU modelo UV-2401PC, con lampara de deuterio y un fotomultiplicador R-
928; operado en un rango visible 200-800 nm con ancho de banda espectral de
1.0 nm de paso. Se coloco un volumen aproximado de 3 mL de la dispersion de
GO obtenida con una concentracion de 5.0 pg/mL en una celda de cuarzo de 10

mm de paso éptico.

2.1.1.2. Espectro FTIR (ATR)

La caracterizacion estructural del Oxido de grafeno se realizdé mediante
espectroscopia de infrarrojo por transforma de Fourier (FT-IR) en un
espectrofotometro Bruker Tensor 27, empleando la técnica ATR (Attenuated Total
Reflection). Se puso una pequefia cantidad de GO en polvo sobre el cristal
dispuesto en el dispositivo de ATR de tal forma que cubriera todo el cristal. EI GO

en polvo utilizado para este analisis fue el que se obtuvo en la cuantificacion.
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2.1.1.3. Medida del tamafio de particula (DLS)

La medida de tamafio de particula se realiz6 en un equipo Zetasizer Nano Series
marca MALVERN INSTRUMENT, de acuerdo con los pardmetros establecidos en
la tabla 2. Se colocdé aproximadamente 1.5 mL de una dispersiéon de GO de
concentracion 2.0 pg/ml, en una cubeta rectangular de poliestireno de base cuadra
(Ref. DTS0012, Malvern Instrument).

Tabla 2. Condiciones de medida de tamafio de particula para el GO.

Numero de mediciones 1/1

Temperatura 25°C
Dispersante Agua
indice de refraccion del dispersante | 1.333

2.2.  ANALISIS DE FLUORESCENCIA DEL SISTEMA GO-BSA

Los andlisis de fluorescencia se realizaron en el espectrofotometro de
fluorescencia PTI/QM-40 (Photon Technology International/Quanta Master) (Figura
6). El equipo cuenta con lampara de arco de Xenon, rendijas, monocromadores,
compartimiento para la muestra, filtros, detector y un computador instalado con el
software Felix GX usado para la obtencidén y analisis de datos de fluorescencia.
Ademas el equipo cuenta con un compartimento de la muestra que permite hacer
analisis de fluorescencia a diferentes temperaturas. El control de temperatura se

hace con un termostato.
Los parametros del equipo de fluorescencia se listan en la tabla 3 y fueron

aplicados para obtener los espectros de fluorescencia de cada solucion empleada

en este trabajo.
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Tabla 3. Pardmetros del equipo para la obtencion de los espectros de
fluorescencia.

Ancho de las dos rendijas de excitacién | 0.5 mm

Ancho de las dos rendijas de emision 0.25 mm

Tamafio de paso 1nm

correcciones de excitacién y emision habilitadas

Ganancia de la sefal 4.5

Longitud de onda de excitacion 275 nm

Longitud de onda de emision 280-500 nm; AA= 220 nm.

Se dispuso de un volumen aproximado de 3 mL de cada solucion preparada (BSA,
0 BSA-GO), en una en una celda de cuarzo Starna con tapon, de camino 6ptico 10
mm, rectangular, con espesor de base y ventana de 1.25 mm, volumen nominal de
3.5 mL y pulida por las cuatro caras y la base.

Antes de disponer cada solucion en la celda fue necesario realizar el lavado de
ésta, para evitar que residuos de soluciones anteriores dispuestas en ella,
interfirieran en las medidas actuales, para ello se lavo la celda con Extran
concentrado, acido clorhidrico 2 M, abundante agua del grifo y agua tipo 1.

Las soluciones de partida para estos analisis fueron: (i) una solucién patréon de
albumina de concentracion 3.0x10° M que se prepar6é en agua tipo | a partir de
BSA cristalina proporcionada por el Grupo de investigacion en Bioquimica y
microbiologia (GIBIM), y (ii) la solucion de 6xido de grafeno de concentracién 2.12

mg/mL en agua tipo |, obtenida del proceso de sintesis.

2.2.1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA CONCENTRACION DE GO

Las mezclas de las soluciones patrén de albumina y 6xido de grafeno, para el

analisis de fluorescencia, se prepararon en balones aforados de 5.0 mL,

44



afiadiendo 1 mL de solucién buffer de fosfato-acetato de concentracion 0.04 M, se
aforaron con agua tipo |, y registraron un pH de 7.20 el cual se midié con un pH
metro marca HASH modelo HQ40.

Se fij6é la concentracién de albumina en 1.0 uM y se vario la concentracién de
oxido de grafeno hasta encontrar la concentracion necesaria que apagara la
fluorescencia de la BSA, lo cual se verific6 mediante el registro del espectro de

fluorescencia.

2.2.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA TEMPERATURA

Luego de encontrar el rango de concentracion de GO que apaga la fluorescencia
de la albumina de concentracion 1.0 uM, se ensayé el apagamiento para una
concentracion de albumina de concentracion 2.0 pM, con las mismas
concentraciones de GO a tres temperaturas diferentes 20, 25 y 30 °C. Para ajustar
estas temperaturas se utilizé un circulador de inmersion Thermo Electron marca
THERMO SCIENTIFIC cuyo montaje se muestra en el Anexo D.

Todas las medidas de fluorescencia para esta parte se realizaron por triplicado

para garantizar la reproducibilidad del método y tener datos para el analisis

estadistico de los diferentes parametros calculados.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. CARACTERIZACION DE OXIDO DE GRAFENO

Como resultado del proceso de sintesis, se obtuvo una suspensiéon de 6xido de
grafeno de color marron, traslucida, estable y homogénea (figura 9). La
concentracion de esta dispersion de 6xido de grafeno, preparada en agua tipo |,
fue de 2.12 mg/mL.

Figura 9. Imagen de la dispersion de GO obtenida y del grafito de partida.

Fuente: autor

3.1.1. ESPECTRO UV/VIS DEL GO

El espectro UV-VIS del GO presentd dos picos caracteristicos como se muestra en

la figura 10, un maximo en 230 nm que corresponde a transiciones 1-1* de los
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enlaces C-C arométicos y un hombro en 303 nm que es atribuido a transiciones n-

* de los enlaces C=0 [47],

Figura 10. Espectro UV-vis del GO.
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Fuente: autor

3.1.2. ESPECTRO FTIR (ATR) DE GO

En la figura 11 se muestra el espectro FTIR del GO y se detectan los siguientes
modos de absorcion: 1620 cm™ debido al enlace aroméatico C=C, 1065 cm
atribuidas modo de vibracién de estiramiento C-O en el grupo alcohol, en 1220 cmr
1 asignado al estiramiento C-O del grupo epoéxido, en 1406 cm™ que proviene de
estiramiento C-OH del grupo carboxilo, en 1718 cm™ correspondiente al modo de

estiramiento C = O en el grupo carboxilo, y 3300 cm™ de los grupos O-H 8, Este
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resultado indica que el grafito se oxidd con éxito y probablemente se exfolia en
forma de GO.

Figura 11. Espectro FT-IR del GO.
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Fuente: autor

3.1.3. DISTRIBUCION DE TAMANO DE PARTICULA DE GO

La grafica de distribucion de tamafio de particula resultante del GO se muestra en
la figura 12. En esta grafica se puede ver que el GO fue homogéneo en tamafio

con un didmetro medio de aproximadamente 264.9 nm y una distribucion de
tamario estrecha (PDI = 0.242) 143],

48



Figura 12. Distribucién de tamafio de las nanocapas de GO.
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Fuente: autor

3.2. APAGAMIENTO DE FLUORESCENCIA DE BSA INDUCIDO POR GO

- Espectros de fluorescencia

El efecto de la concentracion de GO en el apagamiento de la fluorescencia de la
BSA a 293 K se muestra en la figura 13. En ella se observa que la BSA exhibe su
espectro fluorescente caracteristico en ausencia de GO, es decir, presenta un
maximo de emisién en 340 nm al excitar en 275 nm (espectro 1 linea azul).

Tras la adicion de GO se puede apreciar que la intensidad de fluorescencia de la
BSA disminuye de manera proporcional con el incremento de la concentracién de
GO.

También se puede observar que la forma del espectro de emisién de la albumina
se conserva tras la adicion de GO y que no aparecen otros picos de emision, lo
cual significa, que no hay ninguna emisién de fluorescencia del GO en el rango de

medida.
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Lo anterior indica que hubo interaccién entre GO y BSA y que el efecto de
apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la BSA, fue debido a la formacién

de un complejo no fluorescente.

Figura 13. Efecto de GO en la intensidad de la fluorescencia de la BSA. [BSA] =
2.0x10° M; [GO]: 0.0 pug/mL (1), 1.0 pg/mL (2), 2.0 pg/mL (3), 3.0 pg/mL (4), 4.0
pug/mL (5), 5.0 pg/mL (6), 6.0 pg/mL (7), 8.0 pg/mL (8), 12.0 pg/mL (9), Se corre de
280 nm a 500 nm. Temperatura 293 K. A ex = 275 nm.
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Fuente: autor
Por otra parte, el maximo de emision se corre hacia longitudes de onda mas cortas

(corrimiento azul), este cambio es de 340 a 337, para el caso del apagamiento de

BSA de concentracion 2 pM. Mientras que para el caso de la BSA de
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concentracion 1 uM el cambio es mayor, de 340 se corre a 332 nm, lo cual indica

gue se afecta la conformacion molecular de la proteina (ANEXO E).

3.2.1. MECANISMO DE APAGAMIENTO DE FLUORESCENCIA

- Stern-Volmer

En general, el mecanismo de apagamiento es usualmente clasificado como
proceso estatico o dinamico, y estos dos procesos se pueden distinguir por su
diferente dependencia de la temperatura, viscosidad y tiempo de vida del estado
excitado . De acuerdo con la literatura [ para el apagamiento dinamico, los
valores de Ksy incrementan con el aumento de la temperatura. En contraste, el
incremento en la temperatura da como resultado la disminucion de la estabilidad
del complejo para el apagamiento estéatico, y una disminucion de los valores de la
constante de apagamiento. EI mecanismo de apagamiento se puede distinguir
con el uso de la ecuacion de Stern-Volmer (ecuacion 17), y las graficas lineales

asociadas a diferentes temperaturas [8:

F,
FO =1+ Ko [0Q] (Ec. 17)

donde Foy F son las intensidades de fluorescencia antes y después de la adicion
de apagador, respectivamente; Ksy es la constante de apagamiento de Stern-

Volmer; [Q] es la concentracién de ligando (GO en nuestro caso).

Las curvas de Stern-Volmer del sistema GO-BSA a diferentes temperaturas (293,
298 y 303 K) se muestran en la figura 14; en esta gréafica se puede observar que
para concentraciones de GO menores a 6,0 pg/mL, las curvas fueron lineales,

mientras que para concentraciones de GO mayores a 6,0 ug/mL, presentaron una
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curvatura hacia arriba. Esto demuestra que el tipo de apagamiento es
probablemente de un solo tipo (apagamiento estatico o dindmico) para bajas
concentraciones de GO (menores a 6,0 pg/mL). Por otra parte, para
concentraciones mas altas de GO se podrian obtener apagamiento combinado
(estético y dinamico).

Figura 14. Gréaficas de Stern-Volmer a diferentes temperaturas ([BSA]=2,0x10°
M). [GO]: 0.0 pg/mL (1), 1.0 pg/mL (2), 2.0 pg/mL (3), 3.0 pg/mL (4), 4.0 pg/mL (5),
5.0 pg/mL (6), 6.0 pg/mL (7), 8.0 pg/mL (8), 12.0 pg/mL (9).

6,5

——293 K
—8—298 K

A—303 K

14

[GO] (x10° g/L)

Fuente: autor
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En la tabla 4 se presentan los valores de Ksy a las temperaturas que se trabajaron,
en ella se observa que los valores Ksy disminuyen cuando aumenta la temperatura
lo que corresponde a un mecanismo de apagamiento estatico, y revela la

formacién de un complejo entre el GO y BSA.

Tabla 4. Constantes de apagamiento de Stern-Volmer para la interaccion de GO
con BSA a tres temperaturas diferentes.

T (K) Ksv (L/g) 2 RP

293 248.8+7.1 0.9960
298 223.2+75 0.9944
303 190.3+6.7 0.9938

@ Los valores de Ksyv y sus incertidumbres se obtienen a partir de las curvas de

regresion lineal y comprenden concentraciones de GO menores a 6,0 pg/mL

b R es el coeficiente de correlacion

3.2.2. CONSTANTE DE ENLACE Y NUMERO DE SITIOS DE ENLACE

Como ya se determind que el mecanismo de apagamiento para la interaccion de
GO con BSA es el apagamiento estatico, es Util otra forma de relacién entre la
intensidad del apagamiento de fluorescencia y la concentraciéon del apagador
(ecuacion 18), para hallar la constante de enlace para la formacion del complejo

BSA-GO y el numero de sitios de union de GO a la proteina.

(Ec. 18)

Log ((Fo; F)

) = LogK, + n = Log[Q]
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donde Ka y n son la constante de enlace, y el nimero de sitios de enlace,

respectivamente.

La figura 15 muestra la curva de regresion del doble logaritmo (Log [(Fo-F)/F] vs
Log [GO]). Ka y n a diferentes temperaturas (293, 298 y 303 K) fueron
determinados a partir de la pendiente y el intercepto de estas curvas y, en la tabla
5 se da el resultado del célculo correspondiente. Los resultados obtenidos
demuestran que las constantes de enlace para el sistema GO-BSA disminuyen
con el incremento en la temperatura, es decir, se presenta una reduccion en la

estabilidad de los complejos con el aumento en la temperatura 191,

Los valores de n cercanos a 1 hacen inferir que hubo una clase independiente de
sitios de union en la BSA para la molécula de GO, formando el GO y la BSA un
complejo de relacion molar 1:1.

Tabla 5. Constantes de enlace Ka y niumero de sitos de enlace a diferentes

temperaturas.

T (K) Ka (L/g) n Ra
293 608.9 +3.1 1.177 +0.006 0.9999
298 485.0 + 3.9 1.155+0.012 0.9996
303 373.4+4.0 1.137 £0.016 0.9992

a R es el coeficiente de correlacion.
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Figura 15. Regresion del doble logaritmo (Log [(Fo-F)/F] vs Log [GO]) a diferentes
temperaturas ([BSA]=2,0x10°M). [GO]: 1.0 pg/mL (1), 2.0 pg/mL (2), 3.0 pg/mL
(3), 4.0 pg/mL (4), 5.0 pg/mL (5), 6.0 pg/mL (6).
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Fuente: autor

3.2.3. PARAMETROS TERMODINAMICOS Y TIPO DE FUERZA DE
INTERACCION ENTRE GO Y BSA

Teniendo en cuenta la dependencia de la constante de enlace (Ka) con la
temperatura, se consideré que un proceso termodinamico fue el responsable de la

formacion del complejo 9. En general, las fuerzas moleculares que contribuyen a
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las interacciones de moléculas pequefias con las proteinas incluyen puentes de
hidrogeno, fuerzas de Van der Waals, interacciones hidrofébicas vy, fuerzas
electrostaticas Y. Los valores de los parametros termodinamicos, el cambio de
entalpia (AH), el cambio en la energia libre (AG) y el cambio de entropia (AS)
pueden ayudar a definir los tipos de fuerza vinculante involucrados 2, estos

valores se calcularon a partir de las ecuaciones (19), (20) y (21):

l (K2>_ AH® (1 1) (Ec. 19)
k)" \r )\, T,

AG® = —RTInK? (Ec. 20)

AGO = AH® — TAS® (Ec. 21)

donde K es la constante de unién Ka a las temperaturas correspondientes (293,
298, y 303 K), R es la constante universal de los gases. Los valores

correspondientes de AH, AG y AS se listan en la tabla 6.

Tabla 6. Parametros termodinamicos (AH, AS y AG) del sistema BSA-GO.

T(K) | AH (KJ mol?) AS (J molt K1) AG (KJ mol?)
293 -59.49 £ 0.05 -15.62 £ 0.02
298 - 33.05 £ 0.65 - 59.50 £ 0.08 -15.32 £ 0.02
303 -59.82 £ 0.08 -14.92 £+ 0.03

En la tabla 6, se observa un valor negativo de AH que indica que la formacion del

complejo BSA-GO fue un proceso de reaccion exotérmico, el signo negativo de AG
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significa que el proceso de unién fue espontaneo y el AS negativo indica que el

proceso no fue conducido por entropia, sino por entalpia.

Adicionalmente, los valores negativos de AH y AS indican que estan involucradas
principalmente fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrégeno en el proceso de
formacion del complejo GO-BSA B3l El caracter ambifilico del GO haria posible
gue se presentaran este tipo de interacciones con la BSA. El GO cuenta en su
estructura con grupos funcionales oxigenados tales como, carbonilo y carboxilo
(regiones hidrofilicas) que le permitirian establecer puentes de hidrogeno con la
BSA. Por otra parte, el GO también cuenta en su estructura con dobles enlaces
C=C o anillos arométicos (regiones hidrofobicas) que podrian hacer que el GO se
una a la BSA por medio de fuerzas de Van der Waals.

Otros estudios [3%% sobre las interacciones entre la BSA (o HSA) con otros
ligandos, que contienen en su estructura los grupos funcionales que se acaban de
mencionar, estan en acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo. En
ellos, también se determind que los puentes de hidrégeno y las fuerzas de Van der
Waals son las fuerzas intermoleculares dominantes en la formacion del complejo

proteina-ligando.
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4. CONCLUSIONES

> El método de sintesis de GO utilizado fue satisfactorio y permitié obtener
una dispersion estable de hojuelas de GO en agua. Estas hojuelas
presentaron una distribucion de tamafio estrecha alrededor de 269.4 nmy
se caracterizaron por medio de sus espectros de absorcién UV/Vis y FTIR
(ATR).

» Lainteraccion entre el GO obtenido y la BSA en medio acuoso se investigo
mediante espectroscopia de fluorescencia. Los resultados experimentales
indicaron que el GO apaga la fluorescencia intrinseca de la proteina BSA y
gue este proceso involucra un mecanismo de apagamiento estatico
(constante de Stern-Volmer, Ksy, disminuye con el aumento de la

temperatura) para concentraciones de GO menores a 6.0 pug/mL.

» Por otra parte, los resultados de los experimentos de fluorescencia,
permitieron el célculo de las constantes de enlace entre GO y BSA, asi
como la determinacion de los sitios de union para GO en la proteina. Los
valores de las constantes de enlace disminuyeron con el aumento de la
temperatura dando a entender que reduce la estabilidad del complejo BSA-
GO formado al aumentar la temperatura. EI nUmero de sitios de enlace en
la BSA para el GO fue de 1, indicando que se formé un complejo BSA-GO

de relacion molar 1:1.

» Los valores experimentales obtenidos para los parametros termodinamicos,
cambio de entalpia (AH®), cambio de entropia (AS®) y cambio en la energia
libre (AGP) fueron de — 33.05 + 0.65 KJ mol*, — 59.50 + 0.08 J mol* K1y —
15.32 + 0.02 KJ mol? (298 K), respectivamente. Los valores y signos de

estos pardmetros muestran que la interaccién de la proteina con el GO fue
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un proceso espontaneo, exotérmico, y que las fuerzas de Van der Waals y
los puentes de hidrogeno fueron las interacciones intermoleculares

dominantes en la estabilizacién del complejo GO-BSA.

Se logré por primera vez la caracterizacion de la interaccion entre la BSA 'y
el GO mediante anadlisis termodinamico, lo cual es biolégicamente
importante ya que la albumina sirve como una molécula transportadora para
multiples farmacos, y el GO y sus derivados se estan investigando como
agentes antibacteriales. Se espera que este estudio sea de utilidad para
suministrar informacion sobre la interaccién de la proteina fisiologicamente

importante con el 6xido de grafeno y sus derivados.
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ANEXOS

ANEXO A. Secuencia de aminoacidos de la Albumina de Suero Humana (HSA),
derivada de la secuencia de ADNc [*3,
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ANEXO B. Secuencia de aminoacidos de Albumina de Suero Bovino (BSA),
derivada de la secuencia de ADNc. Las posiciones de los enlaces disulfuro y la
orientacion de los lazos se derivan de los estudios de péptidos [,
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ANEXO C. Composicion de Aminoéacidos de las Albuminas Séricas Humana y

Bovina 13,

Aminoéacido
Glicina
Alanina
Prolina
Valina
Leucina
Isoleucina
Metionina
Fenilalanina
Tirosina
Triptofano
Serina
Treonina
Cisteina
Asparagina
Glutamina
Lisina
Arginina
Hitidina
Acido aspartico
Acido glutamico
Total

Peso molecular (Da)

Abreviatura | Humana | Bovina

gly
ala
pro
val
leu
ile
met
phe
tyr
trp
ser
thr
cys
asn
gln
lys
arg
his
asp

glu

75

12 16
62 46
24 28
41 36
61 61
8 14
6 4

31 27
18 20
1 2

24 28
28 34
35 35
17 14
20 20
59 59
24 23
16 17
36 40
62 59
585 583

66438.41  66411.17



ANEXO D. Equipo de fluorescencia adaptado con intercambiador de calor.
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ANEXO E. Efecto de GO en la intensidad de la fluorescencia de la BSA.
[BSA]=1.0x10° M; [GO]: 0.0 pg/mL (1), 1.0 pg/mL (2), 2.0 pg/mL (3), 3.0 pg/mL
(4), 4,0 pg/mL (5), 6.0 pg/mL (6), 8.0 pg/mL (7), 10.0 pg/mL (8), Se corre de 280
nm a 500 nm. Temperatura 293 K. A ex = 275 nm.
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ANEXO F. Grafica de Stern-Volmer y nimero de sitios de unidén para BSA de
concentracion 1x10° M a 20 °C (293 K).

Grafica de Stern-Volmer
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ANEXO G. Intensidades de fluorescencia de BSA 2x10® M a 340 nm para tres
ensayos de apagamiento con GO a 20 °C (293 K).

MEDIDA DE FLUORESCENCIA
[GO] (x107 g/L) 1 2 3 PROMEDIO

0 382444 381671 382008 382041
1,0 323349 322745 323907 323334
2,0 270648 270542 271141 270777
3,0 226947 228058 229143 228049
4,0 198983 195885 198718 197862
5,0 170492 172763 175631 172962
6,0 153883 153292 152851 153342
8,0 113541 113940 113061 113514
12,0 68692 68507 67968 68389

Valores promedio y error absoluto para Ka, AG y AS a 293 K.

ENSAYO AH (KJ molt) | Ka (L/g) AG (KJ mol?) | AS (J mol?t K?)

1]---- 612,02 -15.63 -59,45

---- 609,25 -15.62 -59,49

3| - 605,48 -15.61 -59,54

PROMEDIO 608,92 -15.62 -59,49

ERROR 3,11 0,02 0,047
ABSOLUTO
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ANEXO H. Intensidades de fluorescencia de BSA 2x10° M a 340 nm para tres

ensayos de apagamiento con GO a 25 °C (298 K).

MEDIDA DE FLUORESCENCIA
[GO] (x107 g/L) 1 2 3 PROMEDIO

0 340241 340832 340736 340603
1,0 291049 291517 292467 291678
2,0 246816 244192 247521 246176
3,0 212623 212463 215053 213380
4,0 186749 184421 187818 186329
5,0 164320 163815 166824 164986
6,0 143710 143803 145082 144198
8,0 106734 106306 106874 106638
12,0 63162 63455 63338 63318

Valores promedio y error absoluto para Ka, AH, AG y AS a 298 K.

ENSAYO AH (KJ mol't) | Ka (L/g) AG (KJ mol?) | AS (J molt K?)
1 33,50 486,07 -15,32 -59,48
2 31,96 488,88 -15,34 -59,42
3 33,70 480,07 -15,29 -59,58
PROMEDIO 33,05 485,00 -1532 -59,49
ERROR 0,65 3,87 0,02 0,084
ABSOLUTO
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ANEXO . Intensidades de fluorescencia de BSA 2x10® M a 340 nm para tres
ensayos de apagamiento con GO a 30 °C (303 K).

MEDIDA DE FLUORESCENCIA
[GO] (x107 g/L) 1 2 3 PROMEDIO

0 288615 292389 284440 288481
1,0 251216 253313 248356 250962
2,0 218722 217598 218955 218425
3,0 191214 192263 194567 192681
4,0 171364 168657 169272 169764
5,0 150865 150526 149134 150175
6,0 133594 133385 134279 133753
8,0 98447 98123 97705 98092
12,0 55800 56292 55337 55810

Valores promedio y error absoluto para Ka, AG y AS a 303 K.

ENSAYO AH (KJ molt) | Ka (L/g) AG (K mol?) | AS (3 molt K?)

1]---- 370,42 -14,90 -59,91

---- 373,51 -14,92 -59,84

3| - 378,01 -14,95 -59,74

PROMEDIO 373,98 -14,92 -59,83

EROOR 4,03 0,027 0,079
ABSOLUTO
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