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Resumen

En este trabajo, la enzima papaina inmovilizada se utiliza como ensayo para detectar la
presencia de iones de metales. Enzima papaina (E.C. 3.4.22.2, 1.6 U/mg) fue inmovilizada
en poli (alcohol vinilico) (PVA) sintetizadas bajo la técnica de electroHiladbstribucion

del diametro de las fibras se encontr6 en el rango de 80 a 170 nntafaeterizada con
apoyo microscopio electronico de barrido (SEM). La presencia elezima dentro de las
nanofibras de PVA se confirmo por espectroscopia infrarroja (FTIR)jr@alia de barrido
diferencial (DSC). La inmovilizacién de la papaina en la membrana de narssdilbogsd
mediante la Reticulacion (crosslinking) con un tratamiento de vapor de gldédxido
(GAvt). La actividad enzimatica se realizd de acuerdo a la metodologia utieada
Earlanger et al. método adaptado a la papaina. El sitio activo de la papaifeetasio por

la presencia de iones metalicos en el medio de reaccion, el ensayo desaresdladnsible

a varios iones de los metales. Se utilizaron: cloruro de mer¢Drigig2CI2), nitrato de

plata (AgNO3), nitrato de cobalto (II) (CoN206 6H20), cloruro cuprico (Cuizp ,de

zinc (ZnClI2) en concentraciones de 2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 pppn2@0 ppm and

40 ppm. El ensayo de la papaina comprobé ser tolerante a los xenobibticos, &tonper
estable, y tiene un tiempo de ensayo relativamente rapido. La actividad catalitica de la
enzima papaina inmovilizada se analizé en presencia de xenobiéticos ydgsde los

metales a través de UV-visible.
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Abstract

In this work, the immobilized papain enzyme was used as an assay to detecefenge
of metals ions. Papain enzyme (E.C. 3.4.22.2, 1.6 U/mg) immobilizatipolyitvinyl
alcohol) (PVA) nanofibers prepared by electrospinningwas carriednotitis work. The
diameter distribution was in the range of 80 to 170 nm. The presence of thenenzxthin
the PVA nanofibers was confirmed by infrared spectroscopy (FTIR), pketoelectron
spectroscopy (XPS). The immobilization of papain in the nanofiber memtaras achieved
by chemical crosslinking with a glutaraldehyde vapor treatment (GAVkle enzymatic
activity it was performed according to the methodology using by Earlangat. etethod
adapted to the papain. Since the active site of the papain could be affectettheby
presence of metal ions in the reaction medium, the developed assay is sensitieedral
metals ions. Mercury (I) chloride (Hg2CI2) , silver nitrate (AgNO3), cobalitr@dte n
hexahydrate (CoN206 6H20), cupric chloride (CuCl2), zinc chloride (Zn@if2gramt
concentration 2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 30 ppm4@ngbm were used.
The papain assay was probed to be xenobiotics tolerant, temperature stable, and has a
relatively quick assay time. The catalytic activity of immobilized papain enzyas

analyzed in the presence of xenobiotics and metals ions througtvisille.
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1.1 Introduccioén.

En términos generales, un trabajo de investigacion que aborde la contatmndel agua

es de gran importancia para la calidad de vida de la sociedad. Es usnpeobtal para la
sobrevivencia de nuestra especie y otras especies animales amenazadas por la
contaminacion de las fuentes de agua. Por ello la comunidad cientificectementado las
investigaciones referentes a esta problematica, tanto para su deteccidbn camo s
remediacion. Segun los criterios establecidos por la OrganizacionidMu@la Salud, el

agua esta contaminada cuando su composicion se haya alterada de modo ge@na las
condiciones necesarias para el uso para el que fue destinadaestaglo natural; de igual
manera el agua se encuentra contaminada cuando su estado se encuentre modificado,
directa o indirectamente, por el hombre o por eventos naturales. En estajtrae aborda

la contaminacion del agua es debido a metales pesados y xenobibticos.

Los metales pesados (Cu, Zn, Cd, Ni, Hg, Pb, As) se encuentran de manera natural en el
ambiente y a muy bajos porcentajes no se consideran nocivos paecéssstemas, sin
embargo esto cambia cuando se incrementa su concentracidbn aumentapyesencia
deriva en efectos adversos en la salud de los organismos. En la actuatidathlainacion

de las aguas con metales pesados se ha convertido en una grave amenaza padeéoel m
ambiente debido al cambio climatico pero sobre todo a la expansién d
actividades atropogénicas y el crecimiento demografico. En ese sentidapdatancia de

la deteccion de metales pesados en aguas esta dada por sus caracteiisisaspmo su
elevada toxicidad, alta persistencia y rapida acumulacion en los orgasigivos. Todo
esto puede provocar padecimientos y trastornos graves de salud como céamesnia,
dafio cerebral, anorexia, retraso mental, hipertensién, entre otros. Por loiantee ha
vuelto necesario el desarrollo de métodos simples, eficaces y sobre élajal costo para

su oportuna deteccion en muestras de agua contaminada. En la actualidadedenp
encontrar en el mercado bioensayos para la deteccion de metales pesados basados en
principio de inhibicion enzimatica, ofreciendo capacidades de rendimiexcepcionales,

las cuales incluyen alta especificidad, sensibilidad, respuesta rapidp ydsto. Dichos
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ensayos se basan en que cuando existe presencia de este tipo de contaminantes en el

medio de reaccion, cierto tipo de enzimas tienden a disminuir su aativedziméatica.

En el presente trabajo de investigacion se realizo la inmovilizacion y etecEpa de la
enzima papaina en nanofibras de alcohol polivinilico (PVA) mediante la téanica d
electrohilado y se determind su actividad en la presencia de iones de me&daslos en
medios acuosos. Como complemento también se realizaron pruebas eanpi@sde
xenobiodticos, ya que en recientes afios el uso de estos se ha expandelqyeden
encontrar en afluentes cercanos a areas industriales y agricolas @aalles necesario que
cualquier ensayo basado en inhibicion enzimatica mantenga su especificidadsemga

de estos, la figura 1 muestra el esquema del proceso experimental del ensayo

Cantidad de enzima
ggggg Ensayo Bio rad
— .

Encapsulacion

Método de atrapamiento
por la técnica de electrohilado
/4 ‘-‘D :' : <
el R

LS
o

&
° 4 ‘ Inmovilizacion
e R

L@ ) Método de Reticulado Ry

Con Glutr'alciihi?o ‘
e IS T \ = Método

7 v ./- g{g{g Earlanger et al.

mmeeemm  adaptado
para la Papaina

&7 -

Medicion de Actividad
Catalitica

Fig. 1 Proceso experimental del ensayo enzimatico

Las enzimas son proteinas que actian como facilitadores o catalizaderesacciones
bioquimicas asociadas con la funcion de los organismos. Vgie tipo de proteinas
funcionan como maquinas moleculares altamente especializadas capacesmger,
ensamblar, o transformar moléculas. La historia de las enzimas irradedi para la
deteccion de metales es reciente, pero se ha demostrado en diferentes pudrieacue
son un método fiable y menos costoso en comparacion con lasrgast que se cuenta
actualmente, sin embargo se tiene un gran trabajo de investigacion glanté. En el
capitulo Il, se presenta una revisién bibliografica que sirve como antecedienti
presente investigacion. En una primera instancia se proporcionan datpsoblemas de

contaminacién con metales pesados en el agua y los dafios que ocasgtoan la salud,
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se mencionan de manera breve los métodos existentes para la deteccion de
contaminantes, se hace extensa la definicion de enzimas asi como los difetipos de
inhibicion enzimatica e inmovilizacién. Se citan, ademas, diversos trafpagpse han

desarrollado recientemente sobre el tema que atafie a esta investigacion.

En el tercer capitulo, se detalla el proceso experimentacion, materiales, osyoelquipos
utilizados. El efecto del proceso de inmovilizacion y encapsulacion de la eeazifaa
morfologia de las nanofibras se caracterizé mediante microscopia @hedr de barrido
(SEM). La determinacion de la actividad enzimética en presencia de iones metlicos s
comprobé mediante la inhibicion de su actividad enzimatica utilizamadeétnica de
espectroscopia de ultravioleta visible (UV-Vis). La morfologia y distitbdel diametro de

las nanofibras fue caracterizada mediante un microscopio electréonidmadelo (SEM), la
presencia de la enzima dentro de las nanofibras de PVA se confirmé mmtrespopia
infrarroja (FTIR). Se realiz6 el analisis térmico de las nanofibras medianterghetb
diferencial de barrido (DSC). La evaluacion de la cantidad de proteioailizada en las

fibras se realiz6 utilizando un espectrofotometro de ultravioletablaesjuV/Vis).

Los resultados y discusiones se exponen en un cuarto capitulaledss discute la
distribucion de didmetros de las nanofibras, la presencia de la enzima eanafbras, el
comportamiento térmico de estas con respecto al PVA correlacionadoariacion de la
concentracién enzimatica. Ademas, se presentan los resultados de la sdeadiloié la
actividad enzimética en presencia de iones metdlicos y xenobibticos mediante su

correlacion con diversos modelos matematicos.

Por ultimo, en el quinto capitulo se detallan las conclusionespdedente trabajo de

investigacién, asi como del posible trabajo a futuro.
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2.1 Antecedentes

El agua es esencial para todos los organismos vivos, sin embargo, si esast@gua
contaminada puede ser un importante factor de riesgo en la contraccion de enfermedades
De aqui surge que la deteccion de contaminantes tales como los metales pesada
convertido en una prioridad para la sociedad actual. Se estima quenf@awh total de
agua (océanos, lagos, rios, regiones polares, glaciares, aguas subterrarens de la
biosfera y la atmoésfera) en el planeta es de aproximadamente 1.4 ki) lo que
significa que el 72 % del planeta esta cubierto de agua, sin embargdeld@resta masa
de agua es agua salada, inservible para consumo humano, riego descutivsos
industriales [1]. Todo esto combinado a la contaminacién de las flisiales ha
desencadenado uno de los principales problemas de salud a nivelahwidual se ha ido
agudizando con el tiempo por el crecimiento demografico exponencial g@hdkcion
humana a nivel mundial. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) repastoboletin
anualWorld Health StatisticR] que la proporcion de la poblacion sin acceso sosterabl
fuentes de agua potable se redujo a la mitad entre 1990 y 2015. Sin embargtenex
todavia aproximadamente 748 millones de personas sin acceso a fuentes dedagu
consumo. Aunado a lo anterior, existen grandes disparidades entre diésreegiones del
mundo, asi como también entre las zonas urbanas y areas ruralgsiablque entre los
diferentes grupos socioecondmicos dentro de una misma comunidigdico cuenta con
un vasto sistema de recursos hidricos: 722 cuentas hidrolé@ib8sacuiferos y 150 rios.
Anualmente cuenta con 460 mil millones de metros cubicos de adua cknovable [3][4]
Del agua utilizada para uso consuntivees decir para el abastecimiento agricola,
domeéstico, industrial y para las termoeléctricas, el 63% previde fuentes superficiales
(rios, arroyos y lagos), mientras que el 37% restante proviene de fusutgsrraneas
(acuiferos).En la figura 2 se muestra la distribucion del uso del agua[3]

Para el aflo 2030 se proyecta que el agua disponible por afio sera788 3 por
habitante, esto es 478 m3 menos, en comparacién con el afio 2009, cukando

disponibilidad era de 4,261 m3® por habitante[5]. Consecuentemente, ceemm@uede

1 . . I . -
Uso consuntivo es cuando existe consumo, entendido como la difierentre el volumen suministrado y el volumen descargado
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concluir, nuestro pais enfrenta grandes desafios respecto de landmimad del agua.
Esto debido al impacto del cambio climético, a la mala administracion sdeeéursos
hidricos, a la falta de recursos para la investigacion y el desatectoldgico, la falta de

planificacidon ambiental y sobre todo a la contaminaciéon de fuentessasi6].

Abastecimiento
publico
Insdutria 14%
Autoabastecida
—
4%

Electricidad

excluyendo

Hidroelectricidad
5%

Fig. 2 Distribucion de los volimenes concesionados para usastivos

2.1.1Contaminacion del agua

La OMS define como agua contaminada cuando la composicion de esta setencuen

alterada de tal modo que no redna las condiciones necesarias pasd glara el que fue
destinada en su estado natural, o bien cuando el estado del agua este @mwbaliftirecta o

indirectamente, por el hombre, o por eventos naturales [7]

2.2 La importancia de la deteccién de los iones metalicosratios acuosos y su impacto
en la salud

Los iones metalicos se encuentran naturalmente en el ambiente y salucga en los

ecosistemas a través de procesos naturales [8][9]. Debido a que mbisdegradables
pueden acumularse en el medio ambiente [10]. Si la acumulacion de estossnetalos

ecosistemas es mayor a la necesaria para el equilibrio medioambientakl quaso del

tiempo deriva en efectos adversos a la salud de los organismos. Durgresehte siglo

ha habido una extraccion intensiva de estos metales para usos irsdestf11], lo que

derivo en la acumulacion en el medio ambiente de estos iones metaliooegentes de

actividades antropogénicas (mineria, agricultura, combustion de carbémarde de

petroquimicos, urbanizacion, deforestaciéon) [12]. La acumulacién de ewtales en el

medio ambiente ocasionada por el hombre supera a las contribucidekglo a fuentes

naturales (atmosfera, erupciones volcéanicas, los incendios forestales); @mmecuencia,
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en la actualidad la contaminacion de las aguas con metales pesathasconvertido en un
problema de salud publica y una grave amenaza para el medio ambiente dedalo
expansion de dichas actividades antropogénicas y al crecimientogtéfico exponencial
de la poblacion. La importancia de la deteccidon de iones de metalesigesen aguas y
sedimentos esta dada por sus caracteristicas perjudiciales, talesstopievada toxicidad,
alta persistencia y rapida acumulacion en los organismos vivogiura 8 muestra el ciclo
de los metales pesados y como ingresan a la cadena alimenticigarfiaalia ingesta de
metales pesados por los organismos del ecosistema, el ciclonséruye de izquierda a
derecha, lo que indica la vulnerabilidad del hombre a la toxicttathetales pesados.[13]
En la figura 4 se muestran los érganos del cuerpo humano y losesgia¢ causan su mal

funcionamiento [14][15]

Restos de Humanos y Animales

g Pdjaros

Animales
Domésticos

—
<

Productos
Industriales

Quemado de
Combustible

Fertilizantes
Plantas

Pesticidas

Rocas en la
cortezade la
Tierra

Fig.3 Fuente de los metales pesados y su ciclo en el ecosistemangua#aire[lB].

De esta manera, es de esperarse que a lo largo de la historia se hayan presentado
catastrofes por contaminacién de aguas con metales pesados. Entre loslajemas
conocidos podemos mencionar el que ocurri6 en mayo de 19&6)do fue detectada la
enfermedad de Minamata, la cual se presenté como un desorden neurotoxico capsead

la ingesta de productos marinos contaminados con compuestos etémmrcurio. Como
después se descubrid, dichos compuestos contaminantes fuerore®rén la Bahia de
Minamata por la empresa Shin-Nippon Chisso Hiryo K.K., lo cual provoaitdanioacion

de las fuentes de agua de toda la region.
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Fig. 4 Organos del cuerpo afectados ingesta de metales pesados.

Entre los sintomas principales de esta enfermedad podemos mencionar losrmioss
sensoriales, ataxia, contraccién concéntrica del campo visual, yddess auditivos. Cabe
mencionar que no solo la poblacibn humana presentd este tipo elgercusiones en la
salud, sino también toda la fauna de la zona. Finalmente , después de numerosas
campafas de limpieza de las aguas y sus sedimentos, en 1997 se deell® peces y
mariscos de la zona eran aptos para el consumo humano y se retied lde proteccion
que habia sido instalada desde 1974 para que los peces contaminada$iaran del area
contaminada de la bahia [16]. En el sudeste de Asia se estan desawobstrictas
regulaciones sobre la emision de este tipo de contaminantes, ya que sentantrado
altas concentraciones de metales pesados en aguas subtagdi§¢ De igual manera se
han reportado problemas de altas concentraciones de arsénico en las aguasdafuor

causas naturales y actividades antropogénicas en Bangladesh [18][19], deeBengal
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(India)[18], Tailandia[17], China[20] y Vietnam[Zh Taiwan se encontraron casos de la
enfermedad del pie negro, problemas cardiovasculares y cancer de @ieioreddos con
altas concentraciones de arsénico en fuentes de agua[22][23F24¢l sur de Tamil Nadu
(India) se realizaron estudios toxicoldgicos en pozos de agua, en les saancontraron
concentraciones de cadmio (Cd) y mercurio (Hg) mayores a las pernpitidés OMS en
fuentes de agua para consumo humano[25]. En Pakistdn se han reportade @aso
anemia, puntos blancos en la piel, problemas respiratorios y debilidad aeper la
presencia de altas concentraciones de arsénico (As) en fuentes acuosasmaste
hipertension debido a la presencia de altas concentraciones de plomo PR Estados
Unidos se ha vinculado la presencia de arsénico en fuentes de agua a @shiem
prostata, melanoma y cancer de vejiga[27]. En centro y Sudamérica se hatadepor
niveles altos de arsénico en ecosistemas de lugares tales como NicaBajuador,
Argentina y Chile [28][29][30]. En otros paises de la region, d&nasil se han reportado
altos niveles de plomo en rios y lagos de la region[31]. En ladmha Amazonia se
encontraron indices elevados de mercurio en rios y vertientes denk[32)[33][34][35]
En el rio Rin , Danubio y el Volga, los 3 rios mas grandes en Esedpa) presentado

histéricamente altos indices de contaminacion[36][37][38]

2.2.1 Metales pesados en México.

México no es la excepcion en respecto a la contaminacion por metales pesadiss,
literatura se pueden encontrar casos a lo largo de todo el territorio; por @enal
noroeste del pais, en el Rio San Lorenzo se encontraron concentracione®mieoars
cadmio, mercurio, plata y zinc en sedimentos y aguas de la zona [38. Rgserva de
Madin la cual se encuentra ubicada sobre el rio Tlalnepantla y el pueblo da S&d
encontraron xenobibticos y metales pesadt][. Por otra parte, estudios realizados en
aguas superficiales de los estados de Puebla y Veracruz, encontraron dasdagjas de
aguas residuales en los rios de la zona, contaminan gravemente al @royoe se
sobrepasen los limites permisibles para cadmio (Cd), mercurio (plging (Pb) en agua
para uso y consumo humano[41]. En México no solo se ha investmadntaminacion de
metales pesados en los recursos hidricos, también se han hectdicessan flora y fauna,

en este afio en curso se ha encontrado arsenico, cadmio, y plomo en @arzcon y
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peces del rio Tula [42]. Igualmente, se encontraron metales pesados en thes8se0s
de manaties hallados muertos en las regiones costeras de los estadderdcruz,
Tabasco, Campeche y la bahia de Chetumal[43]. En la tabla 1 se enumeran @déglosos
casos reportados en aguas profundas, residuales, sedimentos, asi coaguas para

consumo humano y en animales.

Afio Lugar Metal Referencia
1998 Sonora As, Hg, Cd [44]
Coatzacoalcos, Veracruz  Zn, Pb [45]
Pacifico Hg, Pb, Cr [46]
Golfo Pb, Cd, Cr, Zn [46]
2003 Michoacan Pb [47]
San Luis As, Pb [48]
2005 Comarca, Lagunera As [49]
Bahia Kunkaak, Sonora Cd, Pb [50]
2006 Baja California Cd, Zn, Ni, Mn, Cu, Fe, Pb [51]
Bahia de Salina Cruz, Oaxec Pb [52]
2009 Bahia de la Paz Cd, Zn, Ni, P [53]
Golfo de California Pb [54]
Rio San Pedro Cd, Cu, Fe, Mn, Pb, Zn [55]
2011 Laguna de San Andrés Cd [56]
San Pedro de Nayarit Al,As,Ba,Cd,Ni,Cu,Cr,Fe,Hg,Pb,Z [57]
2012 Rio Tigre Pb, Cd [58]
Puebla, Veracruz Cd,Hg, Pb [41]
2013 Mar de Sonora Ni, Cu, Zn, Se, Mg Cd [59]
2014 Costa de Guerrero Hg [60]
Golfo de California Zn, Se,Cd [61]
Rio Tlalnepantla Fe, Al [40]

Valle del Mezquital, Hidalgc MMHg,As,Pb,Ag,As,Cd,Cu,Hg,Pb [62]

2015 Rio San Lorenzo Pb,Cr,Cu,Zn [39]
Bahia de Chetumal Pb,Cr,Cu,Zn [43]
2016  Rio Tula As,Cd, Pb [42]

Tabla 1. Publicaciones sobre contaminacion con metales pesados esoMéxi
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2.3 Métodos de deteccion de metales pesados

La deteccién de metales pesados se puede llevar a cabo mediante métodosatorivs

0 meétodos por eliminacion. Los métodos de confirmacion sactarizan al requerir bajos
limites de contenido y por su alta precision, pero en detrimento danterior estos
métodos requieren de instrumentos de laboratorio sofisticadosy de patsaltamente
especializado, lo cual hace que el analisis de muestras contaminadassges[&8] Uno
de los principales métodos utilizados en la deteccion de metales esplectroscopia de
absorcion atomica (AAS), el cual se basa en la generacion de atomos en esthgoebda
medicion de la cantidad de energia absorbida por estos, la cual es direteame
proporcional a la concentracibn del elemento en la muestra analizdfia[6a
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS)aimearge
utilizada por su capacidad de discriminar isotopos y sus bajos dimi@éedeteccion de
metales; esta técnica deshidrata la muestra y excita los atomos preserges (jtimo los
ioniza al aplicar una corriente de radio frecuencia. El Ultimo paso en estmaées la
espectrometria de masas (MS), la cual se basa en la separacién de los atansoss en
funcién de su relacién carga-masa[65]. La espectroscopia de xagos fluorescencia (R-
FS) es otra técnica utilizada en el analisis de contenido metalico en muesttasit@das
y se basa principalmente en la emision de rayos X secundarioe¢itentes) por parte de

la muestra al ser bombardeada con rayos X de alta energia o rayos Ganpma [66

Por otra parte los métodos por eliminacion (bioensayo, electroquimycagticos), son
altamentes sensibles, el andlisis requiere poco tiempo aunque la mayorguabtativos y
su principal ventaja es su bajo coste[63]. Tomando en cuenta el cregrstikema de la
contaminacion del agua, se presenta como necesario el desarrollo de nségsiaiples,
rentables y de facil acceso, que a su vez minimicen la utilizacion denpéraltamente
especializado; y que al mismo tiempo garanticen una deteccion eficiersenéimdos por
eliminacién cumplen al pie de la letra los anteriores requerimientosc&o de una
respuesta positiva a la presencia de iones metélicos en una muestras,sesmgeden
complementar, si asi se requiere, con los métodos de confirmaméa cuantificar con
precision el contenido de metales pesados.Los métodos Opticos bssados en la

deteccion de una sefial a través del cambio de color en la reaccionetbb[8i7]. Los
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métodos electroquimicos mas conocidos son los potenciométrios cuales se basan en
una respuesta electroquimica inducida por una diferencia de potengjal[6

Por otra parte, los bioensayos se caracterizan por la presencia de un Ipocente
(anticuerpo, enzima, microorganismo, tejido, &cido nucleico) con alto nivel de
especificidad, el cual reacciona a la presencia de un analito o sustraiomedio[63]

Uno de los grandes desafios de la investigacion en deteccion de mptdados en
medios acuosos, es el disefio y la sintesis de receptores especibicoana fuerte
capacidad de interaccion con los metales. La interaccion de iomesialgculas biolégicas
tales como proteinas, anticuerpos, o acidos nucleicos ofrece en este caotpbles
ventajas en términos de selectividad y los limites de deteccion[69]e Hwdrreceptores
biol6gicos utilizados para este propdsito, podemos nombrar el dslo ADN paraal
deteccion de metales pesados; este método se basa principalmente en que mediante
hibridacion del ADN el enlace timina - timina (T-T) puede unirse a catittnesetales
pesados. En este sentido, se ha reportado que la capacidad quelante de lass tesin
extremadamente selectiva hacia iones de mercuritf{), la cual logran mediante
desajustes en el oligonucledtido para formar pares estables con estes ioetalicos[70]

En el 2009 Diesel y colaboradores, desarrollaron un bioensayo para la idetekt
arsénico en fuentes de agua naturales; dicho ensayo consistia en el uso déabaeles
como Escherichiacoli, Bacillussubtilis, Staphylococcusaureus , y
hodopseudomonaspalustris, las cuales en respuesta a la presencisétécaren el medio

producen una proteina, cuyo monto o actividad es medida en el bioensayo [71]

2.3.1 Bioensayos para deteccion de iones metalicos.

Los bioensayos mas comunes para la deteccion de metales pesadsgibdasados en
acidos nucleicos. Sin embargo se ha reportado en la literatura el usmtiEnars para la
deteccién de iones metdlicos, debido principalmente a que pueden skzadts bajo

diferentes principios de funcionamiento: tales como la medicion lde cambios

conformacionales de las proteinas cuando interactia con un ion de rpetado [72],

cambios de fluorescencia[73], o la disminucion en la aetividatalitica [74]. En lo que
respecta a la deteccion de iones metélicos usando enzimas, que sonulasléte

proteinas cataliticas, éstas disminuyen su actividad catalitica poraesiom covalentes o
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por modificaciones covalentes. El uso de enzimas para la detecci@onee metalicos
ofrece significativas ventajas sobre los métodos tradicionales dedéte tales como una

alta sensibilidad, selectividad y especificidad[75]. Aunque laorfeayde estos ensayos
ambientales estan dirigidos a compuestos organicos de bajo pekszutar, incluyendo los
contaminantes industriales, pesticidas y herbicidas, esta técnica esamt@nte aplicable

a cualquiera de los contaminantes para los que un anticuerpo espegifieda ser
generado[76]

En la literatura podemos encontrar ensayos donde se utilizan enzimas para detectar la

presencia de iones metalicos en solucion, algunos ejemplos se presentatabial2.

Laccase Libre Mn®, CU*,Cd*and CA'y 2005 [77]
componentes orgéanicos
Urease Inmovilizada  Hg", CU"Cd" and C6" 2008 [78]
Papaina Libre Ho™* 2006 [76]
Papaina Libre Ho* 2013 [79]
Bromelina Libre Hd* CU*, xenobidticos 2008 [80]
Trypsina Libre ZrfHd™* xenobidticos 2009 [81]
Molybdenumreducingenzyme Libre cu”* 2009 [74]
Proteasas de Libre Ho", zrt* 2013 [82]

Coriandrumsativum

Tabla 2. Ensayos enzimaticos para deteccion de metales
Como se mencion6 en el parrafo anterior los iones de metales pesadosaysmio
inhiben la actividad catalitica de las enzimas, por lo que se diceaquin como
inhibidores de enzimas. Todos los inhibidores enzimaticos tienemie®as reglas de
interaccion en el medio de la reaccién, por lo cual se puede tomar coadase para el
desarrollo de ensayos enzimaticos para la deteccion de metales pesados, HibihEan
es causada por union del metal a un grupo funcional en el sitiwoad# una enzima.
Elobjetivo de este trabajo de investigacion es el desarrollo de un ensayo enzippeiicka
deteccién de iones de metales pesados mediante el uso de la sensibilideghttel activo
de la enzima, particularmente de la enzima papaina, hacia la presencia de iones metalicos
en el medio de reaccién. De igual manera, se pretende estabilizar la enzima utilizando

sistema de inmovilizacién en nanofibras poliméricas electrohiladas @ cual se busca
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potencializar la deteccion de los iones de metales pesados presentes edliel tmmando
ventaja de la elevada area superficial y porosidad de este soporte nancesado. Es
importante destacar que nuestro grupo de investigacion ya ha publicado el désateo
este sistema de inmovilizacién de la enzima papaina utilizando nanofileetsobiladas
poliméricas para su encapsulacion y posterior inmovilizaciolizando glutaraldehido
como agente entrecruzante [83]. Este sistema mejoré considerablemente ldiciooes

de operacion bajo las cuales la enzima podia ser utilizada y posterite recuperada del
medio de reaccion. De igual manera se establecieron las bases para tquengsna
inmovilizada pudiera ser utilizada en aplicaciones tales como la qu®mpemos en esta
tesis de investigacion.

2.4 Enzimas

Las enzimas son proteinas cuya funcion es actuar como catalizadoresaa2ones
bioquimicas asociadas con el correcto funcionamiento de los @masivivos. Las enzimas
funcionan como maquinas moleculares altamente especializadas capacesmgper,
ensamblar, o transformar moléculas[84f parte de la estructura molecular de la enzima
donde se lleva a cabtas reacciones quimicas correspondientes a la catalisis se lkona si
activo. Este sitio activo es la region donde la enzima se combina coolécula especifica
con la cual reacciona, llamada sustrato o analito. Cuando un sustrat@a\enzima se
enlazan, la distribucion de los electrones de los enlaces quim@asustrato cambian, lo
gue da origen a la reaccién quimica que origina al producto; unguezl producto es
fabricado, la enzima se libera y se comienza a regenerar para otro cickacdgones
quimicas. El sitio activo de una enzima es sumamente especifico haciertontipo de
molécula de sustrato[85].Emil Fischer en 1894 sugiri6 que tanto la anzomo su
correspondiente sustrato tienen formas geométricas especificas que se ajustan
exactamente entre si. Esta hipétesis recibié el nombre de mecaniawsedandado (figura
5)[86]. En 1958 Daniel Koshland sugirié una ligera modificacgma chipotesis llave-
candado, se basa en el principio de que las enzimas son flexibles,taotd el sitio activo
estd cambiando su forma constantemente por sus interacciones costehts es decir, el
sustrato no se une a un sitio activo como si fuera especificamententea foorrecta, mas

bien las cadenas laterales de aminoacidos del sitio activo se moldeanasposicion
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especifica. Esta posicion permite que la enzima inicie el proceso dsisathtiha teoria es

llamada la teoria de ajuste inducido[87].

Productos (P)
Sustratos (S)

Complejo
Enzima-sustrato
(ES)

T

=

Sitio Activo

Fig. 5 Modelo llave-candado

=

Enzima(E)

Un gran numero de enzimas han llegado a convertirse en herramientas indisgensabl
distintos sectores de la industria tales como el tratamiento de aguas, lastimal
alimenticia y el sector farmacéutico[88][89][90][91]. Con el sumgmu de la
nanotecnologia y de la mano de la biotecnologia se ha desarrolladbarmamienta con la
cual se pueden minimizar los problemas que se presentan al extraereadasas de su
medio natural, la conservacion de la actividad enzimética, la reutilizacicm efezima, es
decir recuperacion del medio de reaccién en un proceso indusypadatjue este origina un
costo adicional [92]. Las exigencias actuales obligan a megordilitacion de enzimas y
alargar su ciclo de vida util, lo cual permitira seguir utilizanddéasmanera efectiva en los
sectores industriales y de investigacion cientifica en los queussu se ha vuelto
indispensable. Una excelente solucidén a este problema, es la inmogiiziEienzimas en
distintos tipos de matrices, la cual ofrece una opcién para aumeatdisponibilidad de la
enzima sobre el sustrato utilizado, y su reutilizacién durante un pemuealor y bajo un
rango amplio de valores de pH y temperatura.

2.4.1Inhibidores de enzimas

Acerca de la actividad enzimatica podemos mencionar que esta puede ser megporada
distintos factores, uno de los mas importantes es la temperatura. Si lactatypa es

demasiado alta, la forma del sitio activo de una enzima se altera, lo quenhpasible que
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el sustrato pueda encajar. Si la temperatura es demasiado baja, el sustrato no tiene
suficiente energia para moverse al sitio activo. Por otro lado son gementd inestables
en medios orgénicos o0 en condiciones variantes, presion o rangud dgtremos. De igual
manera si la temperatura se elevada demasiado por tiempos prolongados, las gnaima
igual que los demas tipos de proteinas pueden perder su estructidienénsional y dejar
de ser funcionales, es un proceso llamado desnaturalizacién. En ocasisneszimas
pueden llegar a ser inhibidas por altas concentraciones de sustrgio=loctos, o0 mostrar
una baja actividad y selectividad hacia sustratos que no le son naturales.

Los inhibidores enzimaticos pueden reducir o inhibir completamenéetigidad catalitica
de la enzima ya sea de manera reversible o permanente. El inhibidor puedé&carodn
aminoacido, o varias cadenas laterales indispensables para la correctanfaatalitica de

la enzima. La inhibiciébn controlada de enzimas es ampliamente usada en #riandu
farmacéutica, donde la mayoria de los farmacos son disefiados parar iehiimas
especificas; por ejemplo: el metotrexato fue usado inicialmente comde pde la
quimioterapia en el tratamiento contra el cancer, el cual trabaja inhibiendoi-sem
selectivamente la sintesis de ADN de las células malignas. lilndards enzimaticos se
han utilizado de igual manera en analgésicos como la aspirina, naprakepoofeno,
etc.[93] La clasificacibn comun de los inhibidores enziméticos esta divieid dos:
inhibidores especificos y no especificos y esta inhibjpitede ser reversible o irreversible.
Los inhibidores irreversiblesno tienen relacion estructural con el sustrato, se unen
covalentemente con el sitio activo de la enzima y destruyen al grupoofumlaésencial del
sitio activo.

La inhibicion reversiblepuede ser competitiva, no competitiva o acompetitiva con
respecto a un sustrato particular. Con la reduccion de la concentracidnhdedor, se
regenera la actividad de la enzima debido a la asociacion no covalente y débriequil
reversible con la enzima.

El inhibidor competitivo esta estructuralmente relacionado con altrato y se une de
forma reversible con el sitio activo de la enzima ocupando de esta manesitioetel
sustrato, en otras palabras el inhibidor competitivo compite con strato por el sitio
activo. El inhibidor no competitivo no tiene una similitud estutal con el sustrato. Sin

embargo, se puede ligar a la enzima libre mediante una unién lejos del $itio, éa cual
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provoca una distorsion estructural de los sitios activos y alest®rde la estructura
tridimensional de la enzima y esto inactiva la catdlisis. El aumento datsubacia una
concentracion de saturacion no revierte este tipo de inhibicionesarsion requiere de un
tratamiento especial. El inhibidor acompetitivo (mixto) no tiene similggtructural con el
sustrato, pero se une tanto a la enzima libre como al complejo enzima-sustrafarngu
de unidn no es mutuamente exclusiva con el sustrato y la presdaaia sustrato no tiene
influencia en la capacidad de un inhibidor no competitivo para enasla enzima y
viceversa. Sin embargo, su union aunque lejos del sitio activo alteraftamoacion de la
enzima y reduce su actividad catalitica debido a cambios en la naturaleza degdos gr
cataliticos en el sitio activo. En la tabla 3 se resume las caracteristidas diéerentes

tipos de inhibicion reversible[94]

Inhibicién
no competitiva

Inhibicién
Competitiva

Sustrato (S)
u Inhibidor
ompetitivo

V

Inhibicién
acompetitiva

Unién normal

Sustrato (S) Sustrato (S)

Sustrato (S)

Inhibidor
acompetitivo

Inhibidor
no competitivo

—

Enzima (E)

Enzima (E) Erimal ()
nzima

Enzima (E)

*El Sustrado se une al sitio
activo.

*Existe una reaccion y se
generan productos.

*El inhibidor se une al sitio activo.

*Compite con el sustrato para la
union.

*La Union es reversible
incrementando la concentracién

*El inhibidor se une a la enzima.
*Hay un cambio en la estructura
conformacional de la enzima.
*Impide que la enzima se una

al sustrato.

*El inhibidor se al sustrato.

*La union sustrato-inhibidor impide
la reaccion en el sitio activo.

*El incrementando la concentracion
del sustrato no revierte la inhibicion.|

*El incrementando la concentracion
del sustrato no revierte la inhibicion.

del sustrato.

Tabla 3. Comparacion de los diferentes tipos de inhibicién reversible.
2.4.2 Inmovilizacién de enzimas
Una enzima inmovilizada se puede definir cuando estas se encuentran confinadas o
localizadas en una cierta region definida del espacio y continGarugandeterminada
retencion de su actividad catalitica[95]. Esta inmovilizacion se pueds kexabo por
diferentes meétodos, dependiendo de la naturaleza del receptor y la matedal g
constituye la deteccién. Las ventajas de la inmovilizacién son: ladéaperacion de la
enzima, el aumento de su estabilidad en condiciones extremas, y la dgémrdel costo
total del proceso, sin embargo pueden presentar algunas desventajas comérdidap
parcial de la actividad catalitica, cambios en los parametros de difadidel analito hacia

el centro activo y heterogeneidad del sistema[96].
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Existen una amplia variedad de métodos de inmovilizacion, pero podemeosionar
cinco principales, los cuales se muestran en la figura 6 [97]. Esitixlos se clasifican
como: métodos fisicos (absorcion, atrapamiento e inclusion en memals) que se
caracterizan por la fijacion de la enzima utilizando fuerzas débiles comonldas
interacciones electroestaticas e interacciones proteina-proteina. Rarparte tenemos
los métodos quimicos (union covalente o reticulado) que uworah la formacién de al

menos un enlace covalente.

ol TN
Sl - G P 1507
* ~ S T -y -
Absorcion Atrapamiento Crosslink (Reticulado)
W g W
Union Covalente Inclusién

Fig. 6 Principales métodos de inmovilizacion

Debido a la amplia gama de caracteristicas quimicas de las enzimas, sustrasopgrtks
disponibles para un sistema de inmovilizacion enzimético, se hanagad combinaciones
de los distintos métodos de inmovilizaciébn para poder obtener cimmis optimas
condiciones para el funcionamiento catalitico de la enzima y preservastsibilidad y
durabilidad.

2.4.2.1 Inmovilizacién de enzimas en nanoestructuras

Como se mencion6 anteriormente las aplicaciones de las enzimas estan limitadas po
inestabilidad una vez extraidas de su medio ambiente natural y su apkcidad de
reutilizacion, lo cual se logra controlar de forma efectiva mediante laviliracion de la
enzima. Sin embargo, cabe mencionar que la efectividad del método de inmadilizaci
depende en gran manera de los materiales utilizados en el procesamwilizacion. En
este aspecto, las nanoestructuras cuentan con caracteristicas Unicacdat@suna gran
relacion area-volumen, una elevada porosidad, superficies facilmentefioadiés y alta

transferencia de masa. Por las mencionadas caracteristicas, diversas nactoessrise
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han utilizado en la estabilizacion e inmovilizacibn de enzimas; entre éstasmped
mencionar las nanoparticulas, nanofibras, nanotubos, silice mesoporosagstarcturas
en base en la técnica de sol-gel, entre otras[96]. Sin embargo, algunasstae e
nanoestructuras muestran desventajas. Por ejemplo, la silice mesoporodas y
nanoestructuras basadas en la técnica de sol-gel, confinan a las tasléeuenzima en su
superficie interna, lo cual dificulta la interaccion entre la enzima yhetgato, llevando de
esta manera a una disminucion en la actividad de la enzima inmoviliBdd&j® este
sentido, las nanofibras y los nanotubos no tienen este problema gdagucaracteristicas
de su nanoestructura provocan que disminuyan significativamentdirnasciones en la
transferencia de masa al contar con una elevada porosidad, lo cual factits@Ilde las
moléculas de substrato hacia el sitio activo de la enzima inmowlizattmas como toda
nanoestructura cuentan con la caracteristica de una elevada relacion apesafisial
contra volumen, lo cual favorece una mayor carga enzimatica final[98]. Adéasas
membranas de nanofibras son facilmente recuperables del medio de reapadio que
pueden ser reutilizadas en reacciones subsecuentes, lo cual elimipsoldema de
recuperacion que se presentaba en las nanoparticulas por su tendencia pdesidis[99]
Las nanofibras pueden ser sintetizadas a través de una variedad de procedanerire
los que se pueden mencionar: el auto-ensamblaje[100], sintesis poromaeli un

plantilla[101], separacion de fases[102], estiramiento [103] y etmeitado [104]

2.4.2.1.1 Inmovilizacién de enzimas en nanofibras electrohdlad

El método de electrohilado es el mas utilizado para la sintesisadofibras poliméricas,
sus diametros varian desde 50nm hasta 500nm [105]. Esta tétamtdaién ofrece la
posibilidad de controlar el tamafio de los poros, la capacidad dealanta composicion
de las nanofibras y mantener la caracteristica principal de toda nanoestuoimo lo es

la alta relacion superficie/volumen[1Q6]

30



Glucanotransferasaciclo Polyvinyl alcohol (pva) 2016 [107]

dextrina

Laccase Poliamida 2016 [108]
Papaina Poly(vinyl alcohol) 2015 [83]
Tripsina Tereftalato de polietileno (pet) y tres tipos de pc 2015 [109]

(acido lactico)

Aminoacilasa Poly(vinyl alcohol) 2015 [110]
L-asparaginasa Polianilina 2012 [111]
Lacasas Poly(lacticeo-glycolic acid) (PLGA) 2012 [112]
Lipasa Celulosa 2011 [113]
Lacasas Acido polilactico, acido poli-(lactiam-gliclico) 2011 [114]
Celulasa Oxido de polietileno 2011 [115]
2glucosidasa Poli (estireno), poli (estirence-anhidrido maleico) 2010 [116]
Acetilcolinesterasa Poli (vinil alcohol) 2010 [117]
Superoxidodismutasa  Acido polilactico 2010 [118]

Tabla 4. Enzimas inmovilizadas usando técnica de electrohilado

En la tabla 4 se muestras un resumen de algunas enzimas que han siddizawhes por
electrohilado, a pesar de la variacion de distintos factores tales celmiiempo, la
temperatura y el pH, en todos los casos se ha reportado una notable mejoria en el
desempeiio de la enzima inmovilizada con respecto a la enzima en soluziantekior
significa que la enzima inmovilizada conserva durante méas tiempo suadtoatalitica en

un amplio rango de valores de temperatura, pH y tiempo de almacenamiento. Los dos
mecanismos mas comunes mediante los cuales se logra la inmadiizaéjacion de la
enzima en las nanofibras poliméricas son: el atrapamiento de la enzima setgiido
proceso de entrecruzamiento o reticulado, o bien la funcionalizaderas nanofibras
seguido de un proceso de activacion y la posterior unién @azana mediante un enlace
covalente; la primera de estas opciones fue utilizada por nuestroogdgptrabajo para
inmovilizar la enzima de la papaina[83].Las nanofibras electrohiladasngplean
ampliamente en aplicaciones biomédicas, como matrices en la ingenieria destejano
apositos en la curacion de herida, en la administracion de farmacdstrdaion, como

membrana de afinidad, en la inmovilizacion de las enzimas, implantes de s$njerto
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vasculares de pequefio diametro, asistencia sanitaria, biotecnologia, ingenidyiengat
defensa y seguridad, almacenamiento y la generacién de energia. En la figura 7 seapresent
un diagrama de las principales aplicaciones de las nanofibras
electrohiladas[119][104][120][102][107]

Ingenieria
de
tejidos
Membranas

ga T Biosensores
afinidad

Inmovilizacion Ropa de
de enzimas proteccién

Generacion
de Energia

Fig. 7 Aplicaciones de las nanofibras electrohiladas

2.5 La enzima papaina

La papaina es una enzima cisteinica endopeptidasa (EC 3.4.22.2) extraida atd¢ala pl
papaya Carica y es considerada como una enzima modelo de la famifia disteéinas
proteasas, en 1879 fue aislada por primera vez de la papaya Carica y tambiéprfoeta
proteasa cuya estructura cristalografica fue esclarecida (figura 8)[12il]papaina se
compone de 212 aminoacidos con tres puentes di-sulfurdsrrins. Las proteasas
cisteinicas requieren un ambiente reducido y acido para ser activastilzalad 6ptima de

la papaina se produce a un pH de 5.8 a 7.5 y a una temperatura en el raB§ade’ °C
cuando la caseina se utiliza como el sustrato. La papaina es estattieaypor varios
meses cuando se almacenan a 4° C. La disminucion de la actividadtedwl
almacenamiento es debido a la oxidacion del grupo tiol del sitio activa.dxgdacion
puede ser parcialmente revertida por reactivos tiol (cisteina, mercaptoetanol,

dimercaptopropanol etc.)[122].
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Fig. 8 Representacion tridimensional de la estructura de la paﬁbﬁiﬂ.

2.5.1 Sitio Activo

La triada catalitica que forma el sitio activo de la papaina estad formada kentradena
lateral de cisteina 25, Histidina 159 y la cadena lateral de asparagindelitfy del surco
se encuentra el grupo SH, cercano al grupo sulfhidrico se encuentrfie@danmidazol de
la histidina 159, el cual se encuentra unido a su vez a través de puwntadrogeno, con
la cadena lateral de asparagina 175 (figura 9)[124].La interaccidn entreaegpzsumstrato
ocurre en la superficie de la molécula de papaina en el surco dammeentra el grupo SH;
si este grupo se encuentra bloqueado por metales pesados, por agentes alquilgrdes o

formacion disulfitica, la actividad catalitica de la enzima desaparec¢]P52]

Hissa

Peptido (P, - P4 )/ i = Aspizs

et NH,

Triada catalitica
Fig. 9 Estructura del sitio activo de la papaina
La papaina hidroliza su sustrato en fragmentos peptidicos muy pequefios. Esta enzim
necesita cisteina para activarse y realizar la hidrolisis. El pmaps neutro, pero tolera
variaciones entre 4 y 9,5. El rango de temperatura éptimo también oscila 8fttey 66
°C[121]. La enzima papaina tiene importantes aplicaciones en la industria, tahessto

amplio uso en la industria carnica para el ablandamiento de carne, rasiamwla industria
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cervecera donde es usada para evitar el enturbiamiento de la cerveza dabimgas
temperatura[121][126][127].

2.5.2 Métodos de inmovilizacién de la papaina en nanoestwras

En la literatura podemos encontrar publicaciones donde la enzima de la palpaisido
inmovilizada en nanoestructuras por ejemplo en la silice mesoporosdedla papaina
inmovilizada exhibe una excelente estabilidad a un pH de 5 [128].Uaé nganera, la
papaina también ha sido inmovilizada en nanobastones de oro donde mantavalta
actividad catalitica incluso después de usarla continuamente [129]ofP@rparte, esta
enzima ha sido utilizada en nanoparticulas magnéticas, donde se reportd que mejoro su
tolerancia a las variaciones en diferentes rangos de pH y temperatura, obtenierao
mejor estabilidad de almacenamiento y una buena capacidad de reutilizacion. Egte mi
método se ha complementado con la adhesion de las nanoparticulai@deen conjunto

con la enzima papaina a esferas de silice utilizando la interaccion elégticeesUna
técnica recientemente utilizada por su relativa sencillez es la itizemion en nanofibras
electrohiladas donde se aprovecha la elevada relacion area/ volumearstds materiales

para incrementar la carga de enzima inmovilizada; esta técnica tiene comajavent
respecto a las otras que es una técnica de produccion de nanoestis@n un solo paso,
ademas que permite que la enzima conserve su actividad catalitica despudésaeiqpde
encapsulacion[83].

2.5.3 Papaina utilizada en ensayos enzimaticos de deteccitiomes metalicos

En la literatura hay reportes del uso de la enzima papaina en ensayos para deteccion d
metales, en los cuales se ha encontrado que su actividad enzimatica es sensible a la
presencia de iones metalicos en el medio de reaccion. Shukor y colabesaddizaron la
enzima papaina en solucién para la deteccion de iones metélicos contaminanteotales
HE " A, PB*, Zrf* y xenobidticos en aguas de Malasia; en este caso la enzima dio una
repuesta toxicologica positiva, es decir hubo una disminucioadactividad catalitica
enzimatica [76]. Posteriormente, Wahab et al. trabajaron en la deteccion de reercu
(HE" en muestras de diferentes productos herbales. Las muestras en las qatestd
contaminacion, fueron enviadas al laboratorio para usar métodos confwosayi validar la
respuesta de la enzima. Al final se comprobd que la enzima nuestra unaibride su

actividad ante presencia de iones mercurio {){@9]. Con la premisa de que en diversas
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situaciones reales se pueden encontrar distintos tipos de iones metainosguas
contaminadas, Xue-Ying Liuy colaboradores estudiaron la influenciatgriccion de los
iones metalicos Hgy CG" sobre la actividad catalitica de la enzima papaina. En este
estudio se encontré6 que existe una interaccion fuerte de inhibiciompetitiva
combinatoria entre los iones &w HG" en las muestras analizadas [130]. Tomando en
cuenta los ejemplos anteriores en la literatura, podemos afirmar qusteexina base
cientifica que sustenta a la enzima papaina como una entidad eficiente en la detdeci
metales pesados y contaminantes en muestras acuosas contaminadas.

2.6 Motivacion o justificacion

La contaminacion de los recursos hidricos por metales pesadas goblema que se ha
ido incrementando debido al crecimiento demografico y al aumento devidaties
antropogénicas, esto ha desencadenado uno de los principales problesrssdudl a nivel
mundial, debido a que no son biodegradables pueden acumularse en el aradiente.

La poblacién tiene facil acceso a este tipo de contaminantes por media dadena
alimenticia, o bien por la ingesta directa de aguas contaminadas provocando dafébasm
veces irreversibles en la salud. La deteccion de dichos contaminargkes s&i costoso,
requiere un tiempo de procesamiento de datos relativamente largo y de sofisticado
andlisis, por lo cual es necesario el desarrollo de métodos para dittece iones
metalicos en aguas a bajo costo, amigables para el ambiente y con mé&batdsamente
simples para evitar el consumo de agua con una calidad deficiente.

2.7 Hipdtesis

La enzima papaina encapsulada e inmovilizada en nanofibras electrohiladas patireéric
un material efectivo en la creacion de un ensayo enzimatico para la detedeidones
metélicos en medios acuosos.

2.8 Objetivo general

La deteccion de contaminantes, tales como iones metalicos, en mediosacmediante

un ensayo enzimatico usando la enzima papaina inmovilizada en nanofibras elada®hi
de polivinilalcohol (PVA). Este ensayo tendra potencial aplicacion en la deteecian d

presencia de iones metalicos en aguas contaminadas por residuos indusiriedagrales.
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2.8.1 Objetivos especificos

X

Llevar a cabo la inmovilizacion de la enzima papaina en nanofibras poéiméri

electrohiladas de PVA siguiendo el método reportado por nuestipayrde

investigacion.

Evaluar la actividad catalitica de la enzima inmovilizada bajo distintoigted de

reaccion para encontrar el mas adecuado para llevar a cabo el ensayo de deteccion

de iones metalicos.

Evaluar el comportamiento de la actividad enzimatica de la papaina libre en

solucién en la presencia de los diferentes iones metalicos propugstosdir su

grado de inhibicion enzimatica.

Realizar pruebas de actividad enzimatica con la enzima inmovilizada en nanofibras

electrohiladas de PVA con la presencia de diferentes iones metalicosreiel de

reaccion.

Llevar a cabo el analisis de datos de los experimentos de inhii¢ratarlos bajo

diferentes modelos matematicos para obtener el correspondiente factor de

correlacion (R.

Evaluar el grado de interferencia de interferentes tipo xenobidticos en la

interaccion entre la concentracion de distintos iones metalicoscemro activo de

la enzima inmovilizada.
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3. Experimentacion

3.1 Materiales y Reactivos

W % v ~ X X iX8XTTXTU iX0 hluPe 0 § /& 121.% gno, N ]85 v
alfa-Benzoil-L-Arginina-&]SE} v]o] H669 ,,434/88 g/mbl), glutaraldehido

grado | 50% acuoso (M iT1iXiT Plu}oeU dE]s pu(( EU 1} 93%) E §]A
cloruro de mercurio (1) (HGhs E 3]A} " HBOXA9U v]S@ rédctivo RO § ~ PE
H6OXi9U Vv]SE §} POsGBPD ~ Es ~3]JB} " HB6O69U o0 -u]v ‘u E}
~ N e %}0A} 0]}(]Jo]l } H 609 ~ 0 SE}(IE <]« ¥ P ov "}HPUuE}. « (
Aldrich. Acido etilendiaminotetraacético (EDTA),(1872.25 g/mol), dimetil sulfoxido

(DMSO) (V) 78.13), cloruro cuprico (CyGl E §]A} ~ H 686Xi9U o}EUE} i
E 3]A} AN HBOXTI9 (U EIV % EIA]S}e %} E WEIWIISTe ~Aflv 0]
alcohol) (PVA) con 98% de hidrélisis y un peso moleculareationgn peso () de 126

kg/mol, poli (vinil alcohol) (PVA) con una hidrolisis de 87-89 &t peso molecular

promedio en peso (M) de 13-23 kg/mol fueron comprados en Aldrich. SDS (SIGMA),
Triton-X-100 (SIGMA), Nonidet-P40 (SIGMA), Bradford dye-binding assay.

3.2 Encapsulacion de papaina

La encapsulacién de la enzima papaina fue llevada a cabo siguiendo el procedimiento
reportado por nuestro grupo de trabajo [83]. Cada una de las corridawisidden cuatro
partes de igual peso. Dos de las muestras se utilizaron para las prdebagividad
enzimatica y las otras dos se utilizaron para calcular la cantidad de pretedapsulada en

las nanofibras electrohiladas. Las muestras se almacenaron en un eefoger 6 ° C de
temperatura.

3.2.1 Inmovilizacién de papaina

La inmovilizacion de papaina encapsulada en las fibras de PVA se logr6 msdiante
entrecruzamiento mediante glutaraldehido. Este tipo de aldehido es agente entrecruzante
comunmente utilizado para la inmovilizacion de proteinas en matricesy@atas, debido

a su alta reactividad hacia los grupos aminos y carboxilicolB3]]JL33][134][135].Las
fibras se expusieron al vapor de glutaraldehido introduciéndoseneractor dentro de

un horno 50 °C por espacio de 1 hora, después se dejaron en la cappah0 minutos
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para remover el glutaraldehido extra para su posterior uso en las pruebasti/idad
enzimatica. La figura 10 muestra un esquema completo llevado del proceso de

inmovilizacion.

o/
HsC L= d ol‘ P N 'y
| &
o ® 4 \
CHs ® ‘;\, " 0&E e o
n s > 279
T T

PvA G

‘ Proceso de
< “2;’/ Electrohilado
NL P 2 /3"‘ ?«;» < *5“’7
@s"/} /«: 4—,,, e
L) A PR )/"

Pa pa i na En2|ma Inmovmzada

Fig.10 Proceso de Inmovilizacion de la enzima papaina
3.3 Determinacion de la cantidad de enzima encapsulada
La cantidad total de enzima encapsulada en las nanofibras recién electrohiladas Ke calcu
empleando el ensayo Bio-Rad. Para este propdsito se preparé una curvabdeczal a
partir de soluciones a diferentes concentraciones de albuminaudeshovino (BSA) (2,
1.5, 1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125 mg/ml) en tubos de 2 ml. También se prepaténoo fton
agua destilada. Se tomaron las dos partes de cada corrida de electrohdatipadas a
este propdsito y se sumergieron por 24 horas en una soluciéerbdffis de pH 7.5, con el
objetivo de que toda la cantidad presente de proteina en las nanofibraswsaliifa hacia
el buffer. Para realizar las mediciones se tomé un volumen de 0.2 nbuffelr y se
afadieron 1 ml del reactivo Bio-Rad. Se mezclo bien y se dejé reacpmmarminutos
para posteriormente leer la absorbancia en un espectrofotémetro UV-VIS arb9%36]
Este mismo procedimiento se aplico para cada una de las soluasté@sdar y también
para una solucién de papaina de 0.1 mg/ml. Una vez determinadas las absmstintas
muestras, se utilizé la curva de calibracién para convertir édesda unidades de masa.
Finalmente se realizO una conversion de unidades para expresaresodtados en
miligramos. Para calcular el porcentaje de eficiencia de carga enzimética dié thvi
cantidad calculada de la proteina entre el peso total de las nanofibrasmuliplicé por

100.
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3.4 Medicién de la actividad enzimatica y estudios de inhibice interferencia
La medicion de la actividad de la papaina se midi6 con la enzimeelibmmovilizada,
después en presencia de iones metalicos, posteriormentpresencia de iones metalicos

e interferentes como se muestra en el esquema de la figura 11.

R

’ -5 (M
~ \
&

lones

Interferentes

Metdlicos

Medicion de la actividad

catalitica /
Hg,Cu,Ag,Co
Enzima
inmobilizada
4 513;§§§§fj'df7

Fig.11 Proceso de la medicién de la actividad enzimatica

3.4.1 Preparacion del sustrato activador

Para la preparacion del sustrato activador se disolvieron 43.5 mg de &ARAMI de
DMSO, mientras que 60.58 mg de cisteina se disolvian en 99 ml de ThisHeICbH 7.5.

Una vez disuelto adecuadamente se mezclaron las dos solucionegypangr 100 ml de

la solucién del sustrato activadora de la enzima. Esta solucion de susérgiceparaba
fresca diariamente. A diferencia del sustrato amtiw estandar reportado en la literatura,

en este trabajo el reactivo &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) no se agregd al medi
de reaccion debido a que es un quelante de metales y podria afectaoetgo de
inhibicion de la actividad enzimatica de la papaina debido a la presencia s ion

metéalicos.

3.4.2 Preparacion de iones metalicos
Tanto la papaina en solucion como inmovilizada en nanofibras déuBMh sometidas a
pruebas para medir la sensibilidad de su actividad enzimatica a la presencia de iones
metalicos. Se prepararon soluciones stock disolviendo sales nastélicagua desionizada
hasta llegar a concentraciones de 2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 2@mpm, 30ppm y 40
ppm de cada metal. Las sales metalicas usadas fuerg@bHQUGL ZnCJ, AgNQ ZnC} y
CoNGs; 6HO

48


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio

3.4.3 Preparacion de xenobioticos

Tanto la papaina en solucion como inmovilizada en nanofibras déuBkoh sometidas a
pruebas para medir la sensibilidad de su actividad enzimética a la presencia de iones
metalicos e interferentes al mismo tiempo. Con estas pruebas se busca determéniang
especifico es el cambio de la actividad enzimatica de la papaina izaxdeilante la
presencia de iones metalicos en solucion. Los interferentes utilizadosf&8, Triton-X-

100 , Nonidet-P40, ya que han sido reportados con una interferencivas6]. De cada
interferente se prepararon soluciones stock. Los cuales se prepara@2 &/v) en agua
desionizada, posteriormente se agregaron a la reaccion final a una concentiiacior25%

(V/Iv).

3.4.4 Medicion de la actividad de la enzima
Se evalud la actividad amidasa de la papaina empleando como sustrato alBérattal-L-
Arginina-4-Nitroanilida (BAPA). El experimento se llevd a cabolacgapaina libre e
inmovilizada, el ensayo esta basado en el método de Earlanger et al. adaptado par
papaina [137]. Se colocaron en tubos de ensayo 1 ml de una soligipapaina con una
concentracion de 1 mg/ml o una muestra de la papaina inmovilizada efibes de PVA.
A estas muestras se les agreg6 5 ml de la solucién de sustratadactivde la enzima y se
dejaron reaccionar por espacio de 25 minutos a temperatura ambiente. Despdésuse
la reaccion con la adicion de 1 ml de acido acético al 30%. Posteriorseelelgo el cambio

V O }JE v ] 0il vu }EE *%}v ] vHitroanilingdideradascdmo &
resultado de la accion amidasa de la papaina sobre el substrato BAP&bdtstzancia era
tomada por espacio de 15 segundos. Un mililitro de agua destilada &a® weomo blanco
(figura 12)
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Fig.12 Esquema del proceso de la medicidn actividad enzimatica
Este mismo procedimiento se llevé acabo para la medicién de ladactidie la enzima en
presencia de iones metalicos afadiendo al tubo de ensayo 0.5 ml de ionegtdkesn
pesados de diferentes concentraciones (2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppnprh520 ppm, 30ppm
y 40 ppm) de cada metal (figura 13

N
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Enzima libre
Enzima,
Inmobilizada
Blanco

acético

BUFFER

]

e

]
BUFFER
BUFFER
BUFFER
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Fig.13 Esquema del proceso de la medicion actividad enzimética en presencizedenietalicos

Se repitié el procedimiento para la medicion de la actividad de la enzirpaesencia de
iones y xenobibticos, solo que esta vez se afiadid al tubo de ensayo @esionles de
metales pesados de diferentes concentraciones (2.5 ppm, 5 ppmpd0 p5 ppm, 20
ppm, 30ppm y 40 ppm) de cada metal, y posteriormente se agregarofsaiariubo de
ensayo .014 ml de la solucién de cada interferente (SDS, Triton-X-100, Nonip¢igeda
14).
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Fig.14 Esquema del proceso de la medicion actividad enzimética en presencizedanetalicos e interferentes

En todos los casos la actividad enzimética obtenida se expresa en unidade$aBABales

se calculan mediante la férmula siguiente:

hv] o W hn#nin X 1000 X 2.5/8800

donde 8,800 es el coeficiente de extinciobn molar del sustrato BAPAs 2bvelumen en

u 0 Uioft{mines la absorbancia a 410nm por minutos de reaccion y 10Qthdactor de
conversidn que resulta de convertir moles a micromoles & inlLa actividad especifica se
obtuvo al dividir las unidades BAPA entre la cantidad de la enzinzrzapresente en las

nanofibras de PVA y es expresada en unidades BAPA por miligrarutelaa.

3.5 Equipos Utilizados

La morfologia y distribucion del diametro de las nanofibras fue taraada mediante un
microscopio electrénico de barrido (SEM) modelo FEI Nova Nano Sem Ri@lelLa
presencia de la enzima dentro de las nanofibras de PVA se confirmé pmtrespopia
infrarroja (FTIR). Para el analisis térmico de las nanofibras se utilizalaimetro
diferencial de barrido (DSC) modelo TA Instruments Q1000. Para reatemprasebas se
electrohilaron nanofibras a diferentes porcentaje de contenido enzimatico
8%,10%,11%,13%, posteriormente se pesaron 5 mg de cada muestreglizaron las

pruebas calorimétricas.

51



Para la evaluacién de la actividad de la enzima y calculo de la cantidptbtééna
inmovilizada en las fibras se utilizé6 un espectrofotometro de ultravioletidle (UV/Vis)

modelo Perkin ElImer Lambda UV 35.

Para la sintesis de fibras se utilizé un equipo de electrohiladaktousiste en una fuente
de alto voltaje de corriente directa mard@amma un colector de aluminio el cual se
conecta al catodo de la fuente de voltaje y el anodo es conectado a ujeadeyla jeringa

marca BD Plasstipak 3ml (22G x 32mm). El flujo de la soludigrépoa de PVA se llevo a

cabo mediante una bomba de inyeccion makew Era Pump Systems
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}4. Resultados y discusiones

4.1. Morfologia de las nanofibras electrohiladas
La morfologia de las nanofibras electrohiladas se puede apreciar en la figura, 15

dichas fibras mostraron una morfologia libre de defectos y un didmetro promedio

de 89.67+1.46 nm (figura 15 (a, c¢)). En la micrografia de las nanofibras con
contenido enzimatico (figura 15b) se puede observar un incremento en el diametro

hasta alcanzar un valor promedio de 233.21+1.13 nm (figura 15d). Este incremento
de diametro se ha reportado para sistemas de inmovilizacion de enzimas en
nanofibras poliméricas debido principalmente al aumento en el peso molecular de
la solucion polimérica como consecuencia de la adicion de la
enzima[134][135][117].
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Fig.15 Imagenes de SEM a) nanofibras de PVA, b) nanofibras de PVA-enzima papadliogjdisde diametros e
las morfologias c) distribucion de diametros de nanofibras de PVA, dpulighn de diametros de nanofibras de
PVA-enzima Papaina.
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En la figura 16a se muestran las fibras después de someterse al proceso de
entrecruzamiento mediante su exposicion a vapor de glutaraldehido (GA); en este
caso se puede observar que las fibras tuvieron un incremento en su diametro hasta
alcanzar los 235.61+1.52 nm (figura 16c). Este incremento en el diametro central

de las nanofibras electrohiladas ha sido atribuido a una absorcion de las moléculas

de GA en la estructura de las nanofibras poliméricas [83].
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Fig.16 Imagenes de SEM a) nanofibras PVA-enzima papaina después del procEsentrecruzamiento, b)
nanofibras de PVA-enzima papaina después de la sumersién en buft) distribuciéon de diametros de
nanofibras PVA-enzima Papaina después del proceso de reticuladpdistribucién de diametros de nanofibras
de PVA-enzima papaina después del uso del buffer.

En la figura 16b se observa la morfologia de las nanofibras entrecruzadas después
de su inmersién en buffer durante la medicion de la actividad enzimética. En este
caso la distribucion de didmetro arrojé un valor central de 237+£2.709 nm (figura
16d). Es importante mencionar que a pesar del cambio de diametro debido tanto al

contacto con GTA como a la inmersiéon en buffer, las nanofibras con la enzima
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inmovilizada mantuvieron su estructura fibrosa en ambos casos, permitiendo de
esta manera el aprovechamiento de las caracteristicas de las nanofibras vinculadas

a su gran relacion area-volumen.

4.2 Presencia de la enzima papaina en las nanofibras de PVA

4.2.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

La presencia de la enzima papaina en las nanofibras electrohiladas PVA fue
evidenciada mediante un analisis de espectroscopia de infrarrojo por transformada
de Fourier (FTIR). En el espectro de infrarrojo de las nanofibras de PVA sin carga
enzimatica se puede apreciar la banda de absorcion caracteristica del grupo
funcional O-H alrededor de 3315 cm , asi como dos bandas de absorcion en 2940
cmly 2898 cm! correspondientes al estiramiento simétrico y asimétrico del grupo
metilo respectivamente, asi como la banda en 1090 cndebida al estiramiento dé
grupo funcional C-O (figura 17a) [138]. En las muestras con la enzima papaina
encapsulada en las nanofibras de PVA (figura 17b) se present6é una banda de
absorcion en 1650 cnicorrespondiente al estiramiento del enlace C=0 en la region
amida |y una banda de absorcion a 1545 crhinducida por el curvamiento del
enlace N-H y el estiramiento del enlace C-N en la regién amida Il, lo cual sugiere la

presencia de la enzima en las fibras de PVA [139][140].

De igual manera, en el espectro de infrarrojo de las muestras contenienda |
papaina encapsulada (figura 17b) se muestra un ensanchamiento de la banda de
absorciéon en 3315 cnt en comparacion con el espectro de la muestra sin enzima,
lo cual es asignado a una superposicion de las bandas de absorcion
correspondientes al estiramiento de los enlaces ® y N H [141]. En la figura 1%

la efectividad de la reaccion de entrecruzamiento de las muestras electrohiladas de
PVA fue confirmada por la banda caracteristica de absorcién a 1720 -tnde los
grupos de aldehidos libres y la de 1097cicorrespondiente a los grupos acetilo.
En el mismo espectro también podemos afirmar que se llevé a cabo el proceso de

entrecruzamiento debido a la presencia de una bien formada banda de absorcion
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en 1150 cm?! , la cual es indicativa de la formacion de enlace€ O C , generados
por las reacciones entre los gruposOH de las cadenas moleculares de PVA y los

enlaces C de la molécula de GA [142].
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Fig.17 Espectros de infrarrojo (a) nanofibras de PVA sin carga enzimatica, (b) meesapadna encapsulada en
nanofibras de PVA, (c) muestra de papaina inmovilizada en nanofibras de PVAtenemtisatruzamiento con GA

4.3 Andlisis térmico por calorimetria diferencial de barrido (DSC)
En las pruebas realizadas mediante DSC se utilizaron nanofibras sin entrecruzar

con diferentes porcentajes de enzima encapsulada (8%,10%,11%,13%), esto con el

fin de conocer mas sobre la interaccidn de las moléculas enzimaticas con la matriz
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de nanofibras electrohiladas de PVA. En la figura 18 podemos observar la
disminucion de la Ty con respecto al aumento de porcentaje de enzima

encapsulada, lo cual implica un aumento en la movilidad de las cadenas poliméricas
del PVA como resultado del impedimento estérico provocado por las moléculas de

proteina embebidas en la matriz de nanofibras.
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Fig.18 Comportamiento de la Tg con respecto a la concentracion enzimatica en la mataaafioras de PVA
Por otro lado en la figura 19 , se puede apreciar que la entalpia de fusién va en
decremento conforme se aumento la concentracion de enzima, esto significa que las
interacciones de las moléculas enzimaticas con la matriz polimérica provocan una
disminucion en la habilidad de las cadenas poliméricas para reacomodarse en
forma de regiones ordenadas cristalinas que puedan participar en el proceso de

fusion, tal y como se ha reportado en la literatura[143].
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Fig.19 Comportamiento de la entalpia de fusion con respecto a la concentraciémétita
Igualmente, en la gréafica de la figura 20 se observa una disminucion progresiva del
punto de fusién, una vez que se incrementa la concentracion enzimética en las
nanofibras poliméricas, dicha variaciébn confirma una disminucion en la
cristalinidad aunado a una reduccion en el tamafio de cristal en la matriz
polimérica como consecuencia del aumento en el nimero de moléculas de enzima
papaina en la matriz de nanofibras de PVA. De lo anterior podemos deducir que la
matriz nanofibrosa de PVA esta formadapor un dominio cristalino, en el cual hay
poca presencia de moléculas enzimaticas y un dominio amorfo donde las enzimas
de papaina interactian con las moléculas de PVA via fuertes interacciones

intermoleculares tipo puente de hidrogeno [134].
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Fig.20 Comportamiento del pico de fusion con respecto a la concentracién enzimética

4.4 Actividad enzimatica de la enzima papaina inmovilizada

4.4.1 Sensibilidad de la papaina inmovilizada al cambio en la concentracion
de los iones metalicos en el medio de reaccion

La papaina tiene excelente potencial para ligar iones de metales pesados debido a
la presencia del grupo sulfhidrilo (-SH) en su sitio activo [144], por lo cual presenta
una sensibilidada la presencia de distintos tipos de iones metélicos en el medio de
reaccion. La respuesta de la sensibilidad de la actividad enzimatica de la papaina al
cambio en la concentracion de los distintos iones metalicos en el medio acuoso s
puede apreciar en la figura 21, expresada como porcentaje de la actividad
enzimatica de la papaina libre en solucion sin la presencia de iones metalicos en el
medio de reaccién. Se puede observar que la enzima papaina presento una

afectacion de su actividad catalitica proporcional al incremento en la concentracion
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de los iones metélicos en el medio de reaccion; tal y como ha sido reportado an |
actividad catalitica de otras proteasas [145][74][76][82][80][81]. Por otra parte, la
actividad enzimatica de la enzima papaina inmovilizada no siguid el patron de
inhibicidén esperado ante la presencia del ion cobalto (€9 por lo que se sugiere la
existencia de procesos de inhibicion tanto competitivos como acompetitivos en el
medio de reaccion. La tendencia observada de la actividad catalitica de la enzima
inmovilizada exhibe en general una tendencia decreciente conforme aumenta la
concentracion de los demas tipos de iones metalicos en el medio de reaccion. Esta
tendencia decreciente en la actividad enzimatica tuvo un comportamiento lineal en
el caso de los iones mercurioHg+?), plata (Ag), y cobre (Cu?). Los factores de
correlacion (Re) fueron de 0.91 para el ion mercurio (Ht?) y para el ion plata
(Ag™) y para el i6n cobre (Ct?) fue de 0.82. Los demas iones metalicos analizados
en este ensayo enzimatico no encajaron del todo en el modelo lineal, por lo cual se
buscaron otros modelos matematicos que pudiesen correlacionar el
comportamiento de inhibicion de la enzima inmovilizada con la presencia de los
iones zinc (Zr2) y cobalto (Cd?) en el medio de reaccion. Para el i6n zinc (Z) el
modelo que mas se acoplo a su tendencia decreciente en la inhibicion enzimatica
fue el exponencial con un factor de correlacion @Rde 0.94; mientras que para el
ion cobalto (Ca?) el modelo aplicado con mejor resultado fue el polinomial con un
factor de correlacion (R) de 0.82.

En las siguientes secciones se analizara de una manera detallada el
comportamiento de cada uno de los iones en el proceso de inhibiciébn enzimética
de la papaina inmovilizada, asi como su impacto en la salud publica y en el medio

ambiente.
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Fig.21 Sensibilidad de la actividad enzimatica de la papaina hacia el cambiocdgstracion de los diversos
metales. Mercurio (Hg), zinc (Zn), cobre (Cu), cobalto (Co), plata (Ag).

4.4.1.1 Efecto de la presencia del iébn mercurio (Hg *2) en el medio de reaccién
sobre la actividad enzimatica de la papaina inmovilizada

El mercurio por muchos afios fue utilizado para numeros procesos y productos
(pinturas, pesticidas, farmacos, tuberias, baterias, piezas dentales, etc), pero debido
a que es bioacumulable y un inhibidor de enzimas y proteinas, su uso ha ido
disminuyendo paulatinamente, sin embargo hoy en dia se sigue utilizando en
algunas aplicaciones industriales [146]. La presencia del mercurio en los recursos
hidricos ha tenido un gran impacto tanto en la salud publica como en el medio
ambiente, ya que se han presentado repercusiones directas en los humanos,
plantas, microorganismos. Se ha reportado que el consumo de este metal por medio
de la cadena alimenticia es la causa de varias enfermedades neurodegenerativas,
tales como la esclerosis lateral amiotrofica (ELA), la enfermedad de Alzheimer y la
enfermedad de Parkinson[147]. De igual manera se ha reportado que el mercurio
elemental e inorganico pueden dafiar el sistema inmunolégico y los rifiones,
mientras que el metil mercurio (CHHg)* supone una amenaza para los sistemas

cardiovascular y nervioso[148][149]. La toxicidad del mercurio en plantas afecta el
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sistema antioxidante, el sistema de fotosintesis, inhibe del crecimiento, afecta la

absorcion de nutrientes y la homeostasis[150][146].

El mercurio puede existir en tres estados de oxidacion (+0), (+ 1), (+2), mediante
los cuales el ion mercurio forma complejos estables con una variedad de ligandos
organicos. En la literatura se encuentra reportado que los complejos covalentes
mas fuertes que forma son con ligandos que contienen grupos sulfhidrilo §H)

como la cisteina, el siguiente mas fuerte es con aminoacidos y &acidos

hidroxicarboxilicos[15].

Fig. 22 Tendencia del efecto de la presencia del i6n mercurioﬁl—tgn la actividad enzimatica de la papaina
inmovilizada en nanofibras de PVA.
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establecio la teoria en la cual el mercurio es clasificado como un acido suave, el cual
tiende a hacer enlaces fuertes con grupos suaves y basicos como lo son los grupos
sulfhidrilo ( SH) [151]. Para correlacionar la concentracion de idbn mercurio (Hg)

con la actividad de la enzima se utiliz6 un modelo lineal obteniendo un factor de
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correlacion (R?) de 0.91 (figura 22), en la cual se puede observar que la actividad
enzimatica tiene una tendencia a la baja conforme se aumenta la concentracion del
ion mercurio (Hg™) en el medio de reaccion. En este sentido se puede aseverar que
la inhibicidbn enzimética de la papaina se debe a que el mercurio se ligd
covalentemente con el sitio activo en el cual se encuentra el grupo sulfhidrilo3H).

De igual forma, la tendencia de inhibicién de la enzima papaina inmovilizada en la
matriz de nanofibras de PVA coincide con el patron de inhibicibn que ha sido
reportado en anteriores trabajos utilizando la enzima papaina en solucién en
ensayos enzimaticos. Baskaran et al. utilizaron la proteasa Coriandrum sativum,
para la deteccion del mercurio (Hg) y otros metales, los datos de la inhibicién de la
actividad enzimatica que obtuvieron los representan mediante el andlisis de
regresion no lineal, dicha gréafica presenta un comportamiento similar al que se
obtuvo con la enzima papaina inmovilizada en nanofibras poliméricas presentado
en este trabajo.[82] . La enzima tripsina, la cual pertenece también a la familia de
las proteasas, fue utilizada para la detecciéon del mercurio (Hg) mediante la
inhibicion enzimatica; en este caso el perfil de la inhibicion de mercurio (HQ)
exhibié una regresion no lineal y se utilizé en su lugar una curva hiperbdlica [81]
dicha curva concuerda con el perfil de inhibicion de la papaina inmovilizada. En
todos los experimentos mencionados e incluyendo nuestro trabajo el patron de
inhibicion de la enzima tuvo una tendencia decreciente de la actividad enzimatica

al incrementar la concentracion de iones en el medio de reaccion.

4.4.1.2 Efecto de la presencia del idn plata (Ag *1) en el medio de reaccion
sobre la actividad enzimatica de la papaina inmovilizada.

En la figura 23 se puede apreciar el efecto que tuvo la presencia del i6n plata*{ig

en el medio de reaccion sobre la actividad enzimatica de la papaina inmovilizada en
la matriz de nanofibras poliméricas de PVA. La grafica muestra una tendencia
proporcional a la baja conforme se iba incrementando la concentracion de iones
plata (Ag'l) en el medio de reaccion. Esta tendencia de inhibicion presenta un

factor de correlacion (R) de 0.91 con respecto a un modelo lineal. La presencia de
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iones de plata en recursos hidricos se ha incrementado recientemente, debido a su
uso extensivo en la industria. Otra explicacidon a la creciente presencia de este i6n
en las fuentes de agua se debe al auge de la nanotecnologia, en la cual se ha
encontrado diversas propiedades para los iones plata, lo anterior debido a su
facilidad para la formacion de nanoestructuras, concretamente nanoparticulas, las
cuales destacan por sus propiedades antibacterianas y antiflamatorias; por lo cual
se han utilizado en diversos productos tanto textiles como de uso militar, en el area
médica, en Optica, asi como en pinturas y cosmeéticos [152][153]. El ion plata {Ag
esta catalogado como un acido suave, por lo que presenta una afinidad natural
hacia las bases[154]. De esta manera muestran una tendencia a interactuar con el
grupo thiol de la estructura tridimensional de las enzimas, llegando a provocar en
algunos casos su desactivacion. [155]. Lo anterior puede provocar efectos adversos
en la salud, tales como decoloracion en la piel (gris azulado) de forma permanente,
efectos téxicos en el higado y los rifiones, asi como en los 0jos, vias respiratorias y
en el tracto intestinal; causando de esta manera irritaciones y cambios adversos en
las células sanguineas [156]De igual manera, se ha reportado que las las
nanoparticulas de plata pueden llegar a dafiar el ADN [153]. Por todo lo anterior
cobra especial relevancia la deteccion temprana del i6n plata (&) estableciendo
métodos efectivos y rapidos de control y potencial remocién de este tipo de idn,
sobre todo en casos donde una excesiva concentracion pueda llevar a dafios

potenciales por consumo o contacto con ambientes contaminados.
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Fig.23 Tendencia del efecto de la presencia del i6n platél}[m la actividad enzimatica de la papaina inmovilizada
en nanofibras de PVA.

4.4.1.3 Efecto de la presencia del ién cobre (Cu+*2) en el medio de reaccion
sobre la actividad enzimética de la papaina inmovilizada.

Para correlacionar la concentracion del ién cobre (G en el medio de reaccién
con la actividad enzimatica de la papaina inmovilizada se decidid utilizar un
modelo lineal, obteniendo de esta manera un factor de correlacion YRde 0.82
(figura 24). En dicha gréfica se puede observar el decaimiento de la actividad
catalitica enzimética de la enzima inmovilizada conforme se incrementa la
concentracion del ibnCu2 en el medio de reaccion. EI comportamiento anterior
comprueba la afinidad del i6n Ct?¢ con la cadena lateral imidazol de la
histidina[157].

El cobre se clasifica entre los acidos duros y blandos. Sus estados de oxidacién son
(+ 1), (+2) y (+ 3), siendo el estado de oxidacion (+2) el mas comuan. El cobre forma

complejos con bases duras como el carbonato (€@, el nitrato (NOv3, el sulfato
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fuertemente con el azufre para la formacion de sulfuros insolubles relativamente

estables [158]. En la literatura se han reportado trabajos con la proteina albumina

de suero bovino (BSA), en los que utilizando un pH de 7.5 el grupo aminbli:) ha

formado complejos con el ion Ci# presente en el medio de reaccion[159][160]. La

inhibicion de la enzima papaina, asi como de otras enzimas de la familia de las
proteasas, debida a la presencia del i6n cobre (€uen el medio de reaccion, ha

sido ampliamente reportada en la literatura[76][80][130]. Este comportamiento

reportado coincide con el comportamiento de inhibicion competitiva reportado en

este trabajo de investigacién para la enzima papaina inmovilizada en nanofibras

poliméricas.

Fig.24 Tendencia del efecto de la presencia del i6n cobre+2][CRn el medio de reaccién sobre la actividad
enzimatica de la papaina inmovilizada en nanofibras de PVA.

Como se mencion6 anteriormente los alimentos contaminados son la fuente mas
importante en la ingesta de metales pesados. Es en este sentido y siguiendo la

cadena tréfica, el iGn cobre se convierte en el segundo metal mas peligroso para las
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plantas acuaticas, al aumentar la permeabilidad de la pared celular y desarrollar
de esta manera susceptibilidad a la entrada de otros contaminantes. En los peces,
por ejemplo, la ingesta de alimentos contaminados por este i0n, causa la
degeneracion en la grasa del higado y hemorragia cerebral. Sin embargo, por otro
lado se ha reportado que los invertebrados en general se han adaptado muy bien a
la presencia de altos contenidos de cobre en su medio ambiente natural,
aumentando de esta manera la posibilidad de la ingesta de este ion por la
poblacion, cobrando especial relevancia su deteccion en cuerpos de agua y fuentes

acuosas contaminadas[15].

4.4.1.4 Efecto de la presencia del idn Zinc en la actividad enzimatica de la
papaina inmovilizada.

El i6bn zinc ¢n2) es un cofactor esencial en una variedad de procesos celulares,
incluyendo la sintesis de ADN, la reproduccion, la formacién 6sea, crecimiento, y la
cicatrizacion de heridas. En la industria es utilizado para galvanizar el hierro y
acero, en baterias secas, asimismo es un componente comun de los
antitranspirantes, astringentes; en el area médica es utilizado como agente de
solubilizacion en muchos medicamentos, incluyendo la insulina, por mencionar
algunos usos [161]. La exposicion al ion zinc (Z® en dosis de consumo
consideradas normales no es peligrosa, pero si por alguna razén se consume mas
de la dosis recomendada (15 mg por dia), puede llegar a interferir con la absorcion
de cobre [162]. El zinc es un agente caustico que causa la irritacion del aparato
digestivo después de la ingestion y la irritacion de la via pulmonar después de la
inhalacion, puede causar diversos problemas de salud que van desde diarreas,
vomitos, irritacién y corrosion del tracto intestinal hasta la necrosis renal aguda,

por lo cual su deteccion oportuna y precisa se vuelve relevante[163]
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Fig.25 Tendencia del efecto de la presencia del ién zint’2n el medio de reaccion sobre la actividad enzimatica
de la papaina inmovilizada en nanofibras de PVA.

El modelo matematico exponencial fue el que mas se adecud para describir la
inhibicion de la actividad enzimatica de la enzima papaina inmovilizada debida a la
presencia del i6n zinc (Zm?) en el medio de reaccién, arrojando un factor de
correlacion (R2) de 0.94 (figura 25). Lo anterior se debe a que el zinc forma
complejos tanto con acidos (donantes de oxigeno) como con &acidos y bases
(donantes de azufre). Es importante sefialar que el ibn Zh en solucién acuosa se
comporta como un &cido duro, por lo cual tiene la capacidad de formar enlaces con
el oxigeno, asi como con el nitrégeno y &tomos donantes del azufre y también crea
puentes de hidrogeno con el anillo de imidazol, aunque rara vez interacciona con
los grupos sulfhidricos [15]. Algunos experimentos reportados en la literatura
demuestran que el complejo formado entre Zi# y la albUmina de suero es
reversible a temperatura de 0°, y después se demostré que a temperaturas arriba
de 27° se vuelve irreversible provocando la desnaturizacion de la albamina de
suero en estado libre, también se reporté que el Zhforma complejos con los
residuos de histidina[164]. Baskaran y colaboradores utilizaron la proteasa
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Coriandrum sativumpara la deteccion del imc (Zn*2) y mercurio (Hg*?), los datos de

la inhibicion de la actividad enzimatica que obtuvieron los representan mediante el
analisis de regresion no lineal, dicha grafica presenta un comportamiento similar al
que se obtuvo con la enzima papaina inmovilizada en este trabajo [82Dtra
proteasa utilizada para la deteccion deiac (Zn*2) y mercurio (Hg*?) mediante
inhibicion enzimética fue la tripsina, la cual mostré un perfil de inhibicion no lineal
debido a la presencia del i6n zinc en el medio de reaccion, por lo cual se utilizé una
curva de regresion hiperbdlica [81], dicha curva concuerda con el perfil de

inhibicion de la papaina inmovilizada en este trabajo.

4.4.1.5 Efecto de la presencia del ién cobalto ( Co*2) en el medio de reaccion
sobre la actividad enzimética de la papaina inmovilizada.

En la figura 26 podemos observar la sensibilidad de la enzima papaina
inmovilizada en nanofibras de PVA a la presencia del i6n cobalto (€oen el
medio de reaccion. El modelo matematico que mejor explico la inhibicion
enzimética de la papaina inmovilizada en este caso fue el polinomial con un
factor de correlacion (R) de 0.82. El comportamiento de inhibicion observado
en la enzima inmovilizada ante la presencia del ién cobalto (€p no siguié un
patron de inhibicion enzimatico estandar, por lo que basandonos en la
literatura sobre el tema, se sugiere que el comportamiento de interacciéon
observado se debié a procesos de inhibicion tanto competitivos como

acompetitivos[165].
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Fig.26 Tendencia del efecto de inhibicion enzimatica presentado por la papafvilizada en nanofibras de PVA
debido a la presencia del i6n cobalto {&en el medio de reaccion.

En el mismo sentido se han reportado enzimas que son activadas por la presencia
de iones cobalto (C%¥) en el medio de reaccion a determinadas
concentraciones[166][167]. Por lo tanto en este trabajo se propone que la
presencia de este ion en el medio de reaccion en concentraciones mayores a 20
ppm pudo tener un efecto de activacion de la enzima papaina. El cobalto se
encuentra en la naturaleza principalmente en la forma de arseniuros, 6xidos y
sulfuros, y cuenta con una alta afinidad por los grupos sulthidrilo (SH)[168]. El
elemento cobalto (Co) es un elemento necesario para la formacién de la vitamina
B12 (hidroxocobalamina). Sin embargo, la administracion excesiva de este
elemento en el cuerpo produce bocio y reduccion de la actividad de la tiroides,
mientras que su contacto directo produce asma y dermatitis [168]. En plantas, el
exceso de cobalto produce lesiones metabdlicas inducidas por un estrés

oxidativo[169]. Debido a lo anterior, la deteccion de la presencia excesiva de este
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elemento en su forma de i6n es importante para evitar repercusiones en la salud

de la poblacion.

4.5 Estudios de interferencia

Para demostrar la especificidad del ensayo enzimatico para la deteccién de iones
metalicos se adicionaron interferentes también llamados xenobioticos, los cuales se
definen asi por si derivacion del griego xeno (‘extrafio’) y bio (‘'vida'), esta
definicion se aplica a los compuestos cuya estructura quimica en la naturaleza es
poco frecuente o inexistente debido a que son compuestos sintetizados por el ser
humano, estos son compuestos que no son esenciales y no funcionales a la vida de
los organismos, algunos xenobidticos no son téxicos; sin embargo, muchos de ellos
son potencialmente toxicos o se vuelve tdxicos después de la conversion de sus
compuestos metabdlicos intermedios, los cuales no son solubles en agua
(compuestos lipofilos), su eliminacion de los organismos se lleva a cabo
esencialmente mediante las reacciones bioquimicas catalizadas por dos tipos de
enzimas: activacion y desintoxicacion [10]. Los detergentes y disolventes son
interferentes comunes en fuentes acuosas, por lo tanto es importante para el
desarrollo de cualquier ensayo para deteccién de metales, que la presencia de estos
no ejerza alguna interferencia en la interaccion entre los iones metalicos y la

enzima inmovilizada.

La enzima papaina presenta caracteristicas deseables para su utilizacion en la
industria y en la investigacion cientifica tales como una alta estabilidad a

variaciones de temperatura, una actividad enzimatica dentro de una amplia gama
de valores de pH y es tolerante a la presencia de xenobidticos en el medio de
reaccion [171]. Los resultados que se presentaran en esta seccién sustentan la
estabilidad del ensayo enzimatico propuesto en este trabajo utilizando a la papaina
como biocomponente, ya que muestran una estabilidad de la interaccion entre la
papaina inmovilizada y los iones metalicos ante la presencia de xenobidticos en el
medio de reaccion. El calculo del porcentaje de interferencia se realizé mediante la

siguiente ecuacion:
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. L#4 F #y
#y

Doénde: +porcentaje de interferencia de la actividad catalitica, #, es la actividad
enzimatica en ausencia de interferentes (solo la presencia de iones metalicog)ja
actividad en presencia de los iones metélicos e interferentes. La actividad catalitica
final est4 correlacionada con la concentracion del ion y el interferente elegido en el
medio de reaccion[172]. La concentracion (.25% [v/v]) elegida de los distintos
xenobidticos estudiados en este trabajo de investigacion fue en general mucho méas
alta de lo que normalmente se encuentran en fuentes naturales de agua, esto con el
fin de aumentar lo mas posible la probabilidad de detectar su interferencia en la
interaccion de la papaina inmovilizada con los iones metélicos en el medio de
reaccion. Los xenobioticos utilizados en este trabajo son SDS, Nonidet-P40, Triton-
X-100, los cuales han sido reportados en la literatura con una interferencia positiva
en la actividad enzimatica de la enzima papaina en solucién en presencia de iones
metalicos en el medio de reaccion[76]. Es importante mencionar que la estructura

de Tritdn-X-100 y Nonidet-P40 son muy parecidas[173]

Se ha reportado que la enzimabeta-lactamasa se encuentra entre las moléculas
biocataliticas que en solucion forman grandes agregados coloidales, cuando esto
sucede existe la disminucion de su actividad catalitica a este efecto se le llama
efectos inhibitorios (promiscuousinhibitorg[174], y encontré que para evitar este
efecto se puede afadir el Tritdbn-X-100 en cantidades pequefias, el cual suprime la
formacion de agregados esto mediante la prevencion de la adsorcion superficial de
la enzima, en nuestro caso este comportamiento de formacién de grandes
agregados se descarta ya que este efecto no es un problema con la enzima

inmovilizada[175].

El SDS es un interferente ionico y tiende a desnaturalizar las proteinas, por lo cual
causa un efecto de la inhibicion catalitica de esta, sin embargo las enzimas
inmovilizadas en una matriz polimérica tienden a ser resistentes a cambios
conformacionales[83][106][176][92].

87



4.5.1 Estudio de interferencia de xenobidticos en presencia del ion plata (Ag  *1)

El perfil del porcentaje de interferencia debido a la presencia de xenobidticos en el
medio de reaccion cuando se encuentra en contacto la enzima papaina

inmovilizada y iones de plata (AYt) se puede observar en la figura 27.

Fig.27 Porcentaje de interferencia del ién plata (})gan presencia de xenobidticos en el medio de reaccién.
En el experimento se mantuvo constante la cantidad de interferente, solo se
incremento la concentracion del ion plata (At}). En dicha grafica puede observar
gue cuando la concentracion ionica en menor el porcentaje de interferencia es alta,

pero al ir incrementando la concentracion ionica el porcentaje de interferencia
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tiende a disminuir, es decir observa un decaimiento en el porcentaje de

interferencia.

Para el interferente Triton-X-100 y SDS no se presenté una tendencia del
decaimiento del porcentaje de interferencia, en la gréafica de la figura 28 se puede
observar que en la concentracion de 30 ppm hubo un aumento del porcentaje de
interferencia lo cual se sugiere que en este punto el tipo el interferente impidio la
interaccion entre el ion y la enzima papaina inmovilizada, sin embargo en las
demas concentraciones se observdé un perfil de interferencia en decremento

conforme al aumento de la concentracion de los iones.

4.5.2 Estudio de interferencia en presencia del ion zinc (Zn *2)

El perfil del porcentaje de interferencia debido a la presencia de xenobidticos en el
medio de reaccion cuando se encuentra en contacto la enzima papaina
inmovilizada y los iones de zinc (Zt¥) se puede observar en la figura 28. En el
experimento se mantuvo constante la cantidad de interferente, solo se incremento

la concentracion del idn zinc (Zr¥).

El porcentaje de interferencia que presenta el i6n zinc (ZA) con respecto a los
interferentes P-40, Tritdn-X-100 y SDS presenta una tendencia similar para los tres,
a una concentracion ionica menotrl porcentaje de interferencia es mayor, pero
conforme se aumenta la concentracidn ionica este tiende a ir disminuyendo, se
observa que en el SDS hay un leve aumento del porcentaje de interferencia en la
concentracion de 2.5 ppm. Este patron de inhibiciébn concuerda con el experimento
hecho con solo la presencia de los iones y la enzima inmovilizada y nos da una

pauta para poderlo usar como modelo para otro tipo de enzimas.
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Fig.28 Porcentaje de interferencia del ién zinc *@Bn presencia de xenobidticos en el medio de reaccién

4.5.3 Estudio de interferencia en presencia del ié6 n cobre (Cu+*2)

El perfil de interferencia correspondiente a la presencia de los distintos
xenobidticos en el medio de reaccion de la enzima papaina inmovilizada y en
presencia del i6n cobre (Ct?) se puede observar en la figura 29. En el experimento
se mantuvo constante la cantidad de interferente, solo se incrementd la

concentracion del ion cobre (Ct?).

La tendendecia del porcentaje de interferencia que presenta el idbn cobre (@ucon
respecto al interferente P-40 y Triton-X-100 son muy similares, presentando un
porcentaje de interferencia mas alta en la concentracion de 5 ppm, pero al
aumentar la concentracion iénica hubo un decaimiento en la del porcentaje de
inhibicion, con respecto al SDS el nivel de interferencia fue muy bajo para todas las

concentraciones, pero tambien se puede observar que hay un leve aumento del
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porcentaje en la concentracion de 5 ppm al igual que los otros dos interferentes

probados.

Fig.29 Porcentaje de interferencia del ion cobre (@En presencia de xenobidticos en el medio de reaccion

4.5.4 Estudio de interferencia en presencia del ién cobalto (Co *2)

El perfil del porcentaje de interferencia debido a la presencia de xenobidticos en el
medio de reaccion cuando se encuentra en contacto la enzima papaina
inmovilizada y iones de i6n cobre (C®) se puede observar en la figura 30. En el

experimento se mantuvo constante la cantidad de interferente, solo se incremento

la concentracion del idn cobre (C@).
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Fig.30 Porcentaje de interferencia del ién cobalto (é)oen presencia de xenobiéticos en el medio de reaccion

El i6n cobalto (Co?) y la enzima papaina Los interferentes P-40 y Tritdbn-X-100

presentan un perfil de porcentaje de inhibicién similar, esto puede ser débido a que
su estructura quimica es muy parecida, ambos en la concentracion de 10 ppm
tuvieron un leve decremento del porcentaje de inhibicién, pero en general en las

demas concentraciones el perfil es de inhibicién se encuentra es muy alto.

Con respecto al SDS tuvo un aumento abrupto en el porcentaje de inhibicion en
concentracion i6nica de de 5 ppm y presentando un decaimiento de esta en la
concentracion de 10 ppm, sin embargo después de dichas concentraciones siguio
una tendencia en la cual fue aumentanto el porcentaje de inhibicion conforme

aunmento la concentracion ionica del cobalto (C8).
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En general los interferentes utilizados para las pruebas no afectaron la actividad
catalitica de la papaina en relacion con la enzima inmovilizada en presencia de

iones metalicos.

Con estos resultados se puede observar como la enzima papaina inmovilizaaa
nanofibras poliméricas fue utilizada como biocomponente para el desarrollo de un
ensayo enzimatico para la deteccion de la presencia de iones metalicos en el medio
de reaccion. Como precedente, se puede encontrar en la literatura que en presencia
de xenobiodticos las proteasas mantienen su actividad catalitica en concentraciones
de 1% (w/w)[177]. En este sentido, en las graficas mostradas en esta seccion se
puede observar que la interaccion entre la papaina inmovilizada y los iones
metalicos presentes en el medio de reaccion es tolerante a la presencia de este tipo
de contaminantes, dicha tolerancia es debido en gran parte a su naturaleza y al
proceso de inmovilizacion. Dicho ensayo se puede usar como base para el
desarrollo de un dispositivo tecnoldgico altamente especifico para la deteccion de
iones metalicos sin perder efectividad por la presencia por xenobidticos en el

medio de reaccion.
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5. Conclusiones

La encapsulacion y posterior inmovilizacién de la enzima papaina en nandéPasA
fue replicada con éxito de acuerdo al procedimiento previamente reportado por
nuestro grupo de investigacion. La morfologia fibrosa de las muesgamantuo
incluso después del procedimiento de entrecruzamiento con glutaraldehidola
inmersion en buffer para la medicién de la actividad enzimatica. El valoakde la
distribucion de didmetros se mantuvo dentro del rango nanometricotaatas las
muestras. La presencia de la papaina en las nanofibras electrohilada¥yAleseP
confirmd a través de la técnica de espectroscopia de infrarrojo (FTIR)ge dsend
pudieron observar las bandas de absorcidn caracteristicas dedt&snas enzimaticas.
En las muestras con la papaina inmovilizada se observaron baedabstrcion
caracteristicas de las moléculas de glutaraldehido, corroborando denemtara el

proceso de entrecruzamiento de las nanofibras de PVA.

Por medio del andlisis térmico mediante calorimetria diferencial deidmi(DSC) se
pudo conocer la interaccidon entre las cadenas poliméricas y lascolas de enzima.

Se pudo constatar que al aumentar la concentracion enzimética en las nanofibras
electrohiladas de PVA se presentd un decaimiento en la temperatura deicitans
vitrea de la matriz polimerica )T Este aumento en la movilidad en las cadenas
poliméricas se relacion6é con un impedimento estérico provocaal la presencia en
aumento de las moléculas enziméticas en la matriz polimérica. De igual menera
andlisis de la entalpia de fusién y del pico de fusién confirma disminucién de la
cristalinidad y del tamafio de cristalito respectivamente en la matriz poliméric

conforme iba en aumento la concentracion polimérica en las nanofibras ahiieitias.

Se realiz6 el andlisis de forma cualitativa de la inhibicién de ladacticatalitica de la
enzima papaina en presencia de iones metélicos y xenobidticos en solucion. liar anter
establece las bases para la fabricacién de un bioensayo enzimaticaatigpdo para

la efectiva deteccion de iones de metales pesados en solucion. Dicho biogesdya
potencial aplicacion en la deteccién de la presencia de iones metélicoeetesude

agua contaminadas por residuos industriales o naturales.
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La aplicacion de los modelos matematicos para la interpretaciéa dsminucion de
la actividad enzimética en presencia de iones metalicos puede ser utilizada coeno bas
para el desarrollo y explicacion del comportamiento de otras enzimasesencia de

iones metalicos y xenobioticos.

5.1 Trabajo a futuro

El desarrollo de este ensayo establece las bases para trabajar con otras engimas ¢
actividad catalitica es sensible a la presencia de iones metalicos en el dedio
reaccion. Como trabajo futuro, nuestro equipo de investigacion budcab@jar con
estas enzimas tanto en solucion como inmovilizadas en nanofibras palimdrara
analizar el comportamiento de su actividad catalitica en la presencia de iciéboos

en el medio de reaccion. De la misma forma, se proyecta como trabajo futuseabd

y fabricacion de un dispositivdde preferencia portatit que utilice la enzima
inmovilizada papaina como base en la detecaisitu de iones metéalicos en fuentes

de aguas contaminadas.
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