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Resumen

En el presente trabajo de investigacion se reporta el uso de la técnica de electrohilado para la
preparacion de nanofibras de poli (vinil alcohol) (PVA) esto con la finalidad de encapsular e
inmovilizar enzimas. La encapsulacién es un método mediante el cual, sustancias bioactivas son
introducidas en una matriz para evitar su pérdida y asi mismo, facilitar su incorporacién en
diferentes productos; no obstante, durante este proceso, es preciso tener en cuenta la técnica y
las condiciones de proceso para conseguir la formacion de capsulas. El objetivo fue determinar
las condiciones adecuadas para encapsulacion de la enzima pepsina. La evaluacion del proceso
se realiz6 en funcién de las variables independientes: voltaje, concentracion de material de
recubrimiento y el flujo de alimentacion; ademas de las variables dependientes: caracteristicas
del espectro y morfologia. A las particulas obtenidas se les midi6 las caracteristicas
morfoldgicas microscopio electrénico de barrido (SEM), la presencia de la enzima dentro de las
nanofibras de PVA se confirmé por espectroscopia infrarroja (FTIR) y Calorimetria de barrido
diferencial (DSC). La inmovilizacién de enzimas se realizé mediante reticulacién de vapor de
glutaraldehido (GAvt). La actividad enzimdtica se determiné mediante UV-VIS, se realiz6
mediante el método de folien, esto para la determinacién de fenoles totales se fundamenta en su
cardcter reductor y es el mds empleado. La absorbancia del color azul desarrollado se mide a
750 nm. Los resultados se expresan en unidades de tirosina. Para la determinacién de la carga
enzimadtica se realizé a través del ensayo Bradford, esto para la determinacion de proteinas

totales, la absorbancia se midi6 en un espectrofotometro UV-VIS a 595 nm.
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1. Introduccion

Las enzimas constituyen herramientas fundamentales en diversas areas de la ciencia y la
tecnologia. Las enzimas son ampliamente utilizadas como catalizadores en numerosos procesos
industriales [1,2], en el anélisis quimico y clinico [3,4], en el procesamiento de alimentos [5,6],
en la agricultura [7] y en la biotecnologia [8]. Otra aplicacion importante de estas biomoléculas
lo constituye su uso como farmacos para la enzimoterapia de numerosas enfermedades [9,10].
Sin embargo, la utilizacién de las enzimas como catalizadores en procesos industriales a gran
escala se ha visto limitada por los altos costos de produccién y su baja estabilidad durante
periodos prolongados de almacenamiento. Durante su uso, la estabilidad de las mismas decrece
debido a cambios en el pH, temperatura, cambios conformacionales como resultado de la
friccidn, la presion osmética impuesta por el ambiente que la rodea y el efecto acumulativo de
todos estos factores como funcién del tiempo de duracién de utilizacién de las mismas.

En segundo lugar, como las enzimas son solubles, la recuperacion de las mismas de la mezcla
del medio de reaccion para su reuso no es econémicamente rentable, por lo que los procesos
enzimaticos son costosos [11]. Por estas razones los métodos para la inmovilizacién de enzimas
juegan un papel fundamental en el incremento de los esfuerzos por reemplazar los procesos
enzimdticos convencionales por procesos que empleen preparaciones enzimdticas
inmovilizadas. La inmovilizacién de enzimas es una estrategia empleada cominmente para
incrementar la estabilidad de las mismas, permite su reutilizacién, facilita la separacion de los
productos obtenidos por la reaccidén enzimatica del medio de reaccién y como resultado de su

uso los procesos enzimaticos son mds econémicos [12].

Numerosas metodologias se han empleado en la inmovilizacién de enzimas, pero para su
clasificacion se dividen en dos grandes grupos: métodos fisicos y quimicos. Los métodos fisicos
se basan en interacciones no covalentes que se establecen entre la enzima y el soporte. Los
métodos quimicos consisten en el establecimiento de enlaces covalentes entre la enzima y el
soporte [13].

El uso de glutaraldehido (GAvt) como reactivo para activar la superficie de soportes y enlazar

covalentemente enzimas a los mismos es una estrategia de inmovilizacion en fase sdlida
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ampliamente utilizada [14,15]. Matrices como: agarosa [16], nylon [17], perlita [18] y quitosana
[19], se han utilizado con buenos resultados para inmovilizar enzimas después de ser activadas
con glutaraldehido. La sintesis de nuevos soportes para la aplicacion de esta metodologia a la
inmovilizacién de enzimas tiene una especial importancia para la tecnologia enzimética. El poli
(vinil alcohol) (PVA) ha sido ampliamente utilizado obteniendo buenos resultados en nuestro
grupo de investigacion para la inmovilizaciéon de enzimas después de ser activadas con

glutaraldehido (agregar referencia)

La aplicacién del polimero PVA en la inmovilizacién de enzimas en fase sélida se ha visto
favorecida por el hecho de que este presenta las siguientes caracteristicas deseables: su bajo
costo, biocompatibilidad, biodegradabilidad, se puede preparar de diferentes formas fisicas y
dispone de grupos funcionales con los cuales se puede inmovilizar las enzimas por enlace

covalente o por absorcidn: hidroxilo, carboxilo y grupos amino. [14,20,21].

Por otra parte, la pepsina es una enzima digestiva que degrada las proteinas de los alimentos. Es
segregada por las células de las paredes del estdbmago y esta se libera en forma de pepsindgeno.
Generalmente en la naturaleza estas enzimas se presentan como un sistema multienzimético:
tripsina-quimotripsina-peptidasa y pepsina. Estas enzimas tienen amplia aplicacién en las
industrias de los alimentos [22] y la textil [23]. Sin embargo, su uso en estas dreas se ha visto

limitado por su inestabilidad ante la variacion en los valores de pH y temperatura.

El principal objetivo de este trabajo se centra en el estudio de la inmovilizacién de la enzima
pepsina mediante la técnica de electrohilado. Ademas, se estudiard la influencia que sobre las
propiedades de la enzima ejercera el proceso de absorcion o de union covalente sobre la matriz
de nanofibras poliméricas electrohiladas. La determinacion de la actividad enzimatica se realizo
utilizando la técnica de espectroscopia de ultravioleta visible (UV-Vis). La morfologia y
distribucion del didmetro de las nanofibras fue caracterizada mediante un microscopio
electrénico de barrido (SEM). La presencia de la enzima dentro de las nanofibras de PVA se
confirmd por espectroscopia infrarroja (FTIR). El andlisis térmico de las nanofibras se llevé a

cabo mediante el calorimetro diferencial de barrido (DSC).
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2.1 Antecedentes

2.1.1 Enzimas

Se considera que una enzima es una proteina con propiedades cataliticas debidas a su poder de
activacion especifico [24]. Las enzimas catalizan las reacciones metabdlicas que tienen lugar en
el interior de las células de organismos vivos, por lo que su actividad catalitica se desarrolla en
las condiciones de un medio de reaccion biolégico. Es por ello por lo que su actividad catalitica
se caracteriza por:
e Tener lugar en condiciones suaves de temperatura y pH
e Son altamente especificas hacia un sustrato o hacia sustratos muy similares desde el
punto de vista quimico
e La velocidad de reaccion es muy alta
e (Gran variedad de enzimas y, por tanto, multitud de reacciones pueden llevarse a cabo.
Este hecho es consecuencia de la especificidad de la enzima, de manera que cada

proceso bioldgico es catalizado por una sola enzima.

Las enzimas se clasifican segun su actividad catalitica y el sustrato sobre el que actian. En la
Tabla 1 se muestran algunas enzimas de interés industrial. Las oxidoreductasas catalizan
reacciones redox, en las que existen transferencia de electrones de una molécula a otra. En los
sistemas bioldgicos mds comunes estas enzimas catalizan la eliminacién de hidrégeno
(deshidrogenasas), oxigeno (oxidasas) y peroxidos (peroxidasas). Las transferasas catalizan la

transferencia de determinados grupos funcionales o &tomos desde una molécula a otra.
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Clase Enzimas

|:| Oxidorreductasas D Peroxidasas, Catalasas, Glucosa-
oxidasas, Lacasas
D Fructosil-transferasas, Glucosil-

|:| Transferasas
transferasas

Amilasas,Celulasas,Lipasas,

I:l Hidrolasas Pectinasas,Proteasas,Pululanasas
_ D Pectato-liasas,Alfa-acetolactato

[ ] Liases decarboxilasas

|:| Isomerasas D Glucosa-isomerasas

D Ligasas |:| Sin empleo actual en la industria

Tabla 1: Enzimas tipicas empleadas en procesos industriales.

Las enzimas proteoliticas mds importantes en la industria son las serinoproteasas, que se dividen
en dos tipos principales: las proteasas con actividad catalitica similar a la de la quimotripsina, y
las de actividad catalitica tipo subtilisina. En ambos casos, las serinoproteasas actian mediante
un ataque nucleofilico formando un complejo acil- enzima y una posterior ruptura del complejo,

liberando los productos de reaccion y la enzima libre, tal como se aprecia en la figura 1.

Complejo
enzima-sustrato
(ES)

44
-

Enzima (E) Enzima (E)

Sustratos (S)

Productos (P)

E+S—>ES S E+ P

Figura 1: Modelo llave-candado
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2.1.1.1 Las enzimas como catalizadores biolégicos

Las enzimas son proteinas que actian como catalizadores bioldgicos, es decir, que aceleran las
reacciones en el organismo multiplicando su velocidad en factores de 10¢ a 10'? veces, las cuales
trascurren bajo ciertas condiciones de temperatura, presion atmosférica y en un rango de valores
de pH. Ademads, estas proteinas son capaces de llevar a cabo reacciones en medio acuoso

[25,26].

Las enzimas poseen alto grado de especificidad por sus sustratos, ademds constituyen
herramientas indispensables en diversas dreas de la ciencia y la tecnologia. Siendo en la
actualidad utilizadas como catalizadores importantes en diversos procesos industriales
[27,28,29], en el andlisis quimico y clinico [30], en el procesamiento de alimentos [31], en la
agricultura [32] y en la biotecnologia [33].

La funcién catalitica que desempefian las enzimas estd estrechamente relacionada con su
compleja estructura molecular tridimensional, la cual define la conformacién del sitio activo de

estos biocatalizadores.

2.1.1.3 Factores que influyen en la estabilidad de las enzimas

La estructura tridimensional de una proteina se estabiliza por diferentes tipos de interacciones
no covalentes y covalentes, entre las que se destacan: la formacion de puentes de hidrogeno, las
interacciones electrostaticas e hidrofdbicas, las fuerzas de Van der Waals, la formaciéon de

puentes disulfuro y la presencia de enlaces de coordinacién en las proteinas [34].
Una enzima perfectamente conformada puede perder su actividad bioldgica por la variacion de

uno o varios de los diferentes factores fisicoquimicos del medio de reaccidén tales como pH,

temperatura y fuerza idnica. Lo anterior provoca el desplegamiento de su estructura terciaria
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hasta obtenerse diferentes poblaciones moleculares con estructuras parcialmente desordenadas.
Estos cambios estructurales pueden conllevar a una perdida irreversible de la actividad
enzimadtica, como consecuencia del desplegamiento total de la proteina y la ocurrencia de

procesos fisicoquimicos secundarios en estas nuevas formas estructurales.

2.1.1.4 Propiedades de las enzimas

Las enzimas son catalizadores tipicos: son capaces de acelerar la velocidad de reaccion sin ser

consumidas en el proceso. Algunas enzimas, como la pepsina y la tripsina, que intervienen en

la hidrélisis de muchos tipos de proteinas, controlan muchas reacciones diferentes, mientras que
otras como la ureasa, son muy especificas y s6lo pueden acelerar una reaccion. La especificidad
entre el sustrato y la enzima se ha concebido como la relacion de una “llave” y su “cerradura”.
La molécula del sustrato constituye la llave y la proteina constituye la cerradura; en la superficie
de la proteina existe una zona especifica, denominada sitio activo o catalitico, a la cual se une

la molécula del sustrato para experimentar la transformacion catalitica [35,36].

2.1.1.5 Funcion de las enzimas

Las enzimas son proteinas que catalizan todas las reacciones bioquimicas. Ademds de su
importancia como catalizadores biolégicos, tienen muchos usos médicos y comerciales una vez
aisladas y purificadas. Un catalizador es una sustancia que disminuye la energia de activacion
de una reaccién quimica. Al disminuir la energia de activacion, se incrementa la velocidad de
la reaccion. En este sentido, la mayoria de las reacciones de los sistemas vivos son reversibles,
es decir, que en ellas se establece el equilibrio quimico. Por lo tanto, las enzimas aceleran la

formacién de equilibrio quimico, pero no afectan las concentraciones finales del equilibrio [35].

2.1.1.6 Usos de las enzimas

La fermentacién alcohdlica y otros procesos industriales importantes dependen de la accién de

enzimas, sintetizadas por las levaduras y bacterias empleadas en el proceso de produccion.
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Algunas enzimas se utilizan con fines médicos. En ocasiones son utiles en el tratamiento de
zonas de inflamacion local; la tripsina se emplea para eliminar sustancias extrafias y tejido

muerto de las heridas y quemaduras [37].

2.1.1.7 La necesidad de encapsular e inmovilizar

La encapsulacion de enzimas es una metodologia similar a la de atrapamiento debido a que la
enzima inmovilizada esta confinada en una matriz polimérica. En la encapsulacion, los
materiales utilizados como soporte presentan poros por lo que son semipermeables [38].

Un aspecto determinante para aplicar de manera exitosa la encapsulacion de enzimas es la

eleccion adecuada del tamafio de poro del soporte [39,40].

La principal ventaja de este método es que la enzima inmovilizada presenta una alta actividad
ya que esta ocluida en la capsula en forma soluble. Esta metodologia puede presentar problemas
de difusion debido a que en algunos casos los productos formados de la reaccién enzimatica
pueden acumularse de manera rapida causando el rompimiento de la capsula. Otra limitante de
la encapsulacién es que no puede ser aplicada para catalizar procesos donde el sustrato sea de
alto peso molecular, ya que estos pueden presentar problemas de transferencia a través de la

capsula [41,42,43]

2.2 Pepsina

2.2.1 Definicion y usos

La enzima llamada pepsina es liberada por algunas células que se pueden encontrar
principalmente en el estdmago. Esta enzima tiene la capacidad y el papel de degradar las
proteinas alimentarias en péptidos, produciendo asi la digestion. Las otras enzimas digestivas
importantes son latripsinay la quimotripsina. De igual manera la pepsina fue Ila

primera enzima animal en ser descubierta, por Theodor Schwann en 1836. [38,39,40,41]. La
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pepsina también se produce dentro de estas células de la pared digestiva, siendo excretada como
una respuesta a los alimentos que entran en el tracto digestivo. Al ser el componente principal
de los jugos del estdbmago, esta enzima tiene muchos beneficios para la salud que hace que el
cuerpo humano funcione correctamente. [42,43]

Los usos de la pepsina estdn conectados principalmente a la preparacion de anticuerpos. La
enzima tiene un papel importante en su produccion, ya que ayuda a digerir la inmunoglobulina,
que es una sustancia que escinde todas las cadenas pesadas cerca de la region bisagra. Ademas
de esto, la pepsina también se utiliza en la preparacion de coldgeno con fines cosméticos.

Algunos de los principales beneficios de la pepsina se muestran en la tabla 3 [38].

Beneficios
Beneficios dela
dela Digerir las pepsina . .
pepsina proteinas y parala Dispepsia
romperlas salud
en pedazos
Estimular la Gastralgia
secrecion
biliar
Apepsia de
Absorber la los bebés
vitamina
b3 Tratamient
parael
cancer

Tabla 2: Beneficios de la pepsina [38].

2.2.2 Sitio activo

Las proteinasas de 4cido son la enzima de coagulacién de la leche renina (quimosina) y la
catepsina D de los lisosomas de tejidos animales. Estas enzimas parecen tener centros cataliticos
similares, ya que se inhiben selectivamente mediante reactivos dirigidos al sitio activo tales
como éster etilico de diazoacetil-L-fenilalanina y p-toluenosulfonil-L-fenilalanildiazometano

[39] o éster metilico de diazoacetil-DL-nor-leucina [40]. En el caso de la pepsina géstrica [41]
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y penicillopepsina, [42] se ha demostrado que el sitio de ataque de tales compuestos diazo es el
grupo P-carboxilo de un resto aspartilo en secuencias homdlogas (pepsina: Ile-Val-Asp-Thr-
Gly- Thr-Ser, penicillopepsina: Ile-Ala- Asp-Thr-Gly-Thr-Leu). Mas aun, se ha observado

homologia considerable en las secuencias de aminodcidos de pepsina y renina [43].

La secuencia completa de la pepsina ya se ha reportado [44], y el residuo aspartilo sensible a
compuestos diazoicos se ha identificado como Asp-215. Ademads, Asp-32 se ha identificado
como el residuo sensible al epéxido [45] que inhiben la pepsina figura 3. El modo de accion de
la pepsina expone la participacion de dos grupos carboxilicos enzimaticos, uno que actiia como
donador de protones, el otro (en su forma carboxilada) como nucledfilo [46], todo lo cual actda

en la separacion de un sustrato RCO-NHR’.

R—C—NH—R’ R—C—NH—R’
/
N

B O

C=0 t—C=0

Figura 2: Estructura del sitio activo de la pepsina

2.2.3 Métodos de inmovilizacion de la enzima pepsina

En la literatura podemos encontrar publicaciones donde la enzima pepsina ha sido inmovilizada
en nanoestructuras, por ejemplo, en la inmovilizacion por unién covalente a un derivado de

quitosano en donde la pepsina conservo una actividad especifica del 80% y mostr6 una mayor
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estabilidad en el almacenamiento que la enzima soluble [46]. De igual manera la enzima pepsina
también se ha inmovilizado en perlas de quitosano a través de un estudio comparativo entre la
enzima pepsina libre e inmovilizada para la determinacion de temperatura 6ptima, pH 6ptimo,
estabilidad térmica, estabilidad de pH, estabilidad operativa, estabilidad de almacenamiento y
pardmetros cinéticos, obteniendo como resultado intervalos Optimos de temperatura para la
pepsina libre y la pepsina inmovilizada de 30-40 y 40-50 °C, respectivamente. La pepsina
inmovilizada mostré mayor actividad a pH 2 — 4. Con lo cual se demostré que la pepsina
inmovilizada en perlas de quitosano presentd una resistencia mejorada contra la
desnaturalizacion térmica. Se encontr6 que la estabilidad térmica y la estabilidad al

almacenamiento de la pepsina inmovilizada eran mayores que la de la pepsina libre [47].

También se ha reportado la inmovilizacion de la enzima sobre microesferas modificadas de
PMMA, para la cual se reportd que, para una Optima inmovilizacién enzimatica, la maxima
cantidad de enzima que puede unirse al soporte alcanza los 82mg/g. En este reporte de igual
manera realizaron una comparacion con la enzima libre, en donde el Km de enzima inmovilizada
aumenta, mientras que €l Vmax disminuye. Ademads, el valor Vmax / Km para la pepsina

inmovilizada es aproximadamente el 50% del valor para la enzima libre [48].

2.3 Técnicas de inmovilizacion de enzimas

A pesar de las claras ventajas que representa el uso de lipasas como biocatalizador, se presentan
problemas tales como la baja estabilidad, baja actividad o selectividad encontrada en algunos
tipos de estas enzimas; asi como también los altos costos en su aislamiento y purificacion, la
inestabilidad de sus estructuras una vez que son aisladas de su entorno natural, ademds al ser
solubles en agua y operar en sistemas de reacciéon homogéneos, contaminan el producto y no
pueden ser recuperadas para ser reutilizadas, lo cual se convierte en un problema econémico
debido a que estos factores provocan la pérdida de gran parte de la actividad enzimatica [49].

Considerando lo anterior, la inmovilizacién de enzimas es un proceso en el que se confina o
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localiza la enzima en una region definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles que
retienen su actividad catalitica y que pueden ser reutilizados repetidamente. Las ventajas de

utilizar enzimas inmovilizadas se muestran en la tabla 4. [50,51]

Ventajas de Desventajas de
inmovilizar enzimas inmovilizar enzimas

{ 3

Se pueden reutilizar y utilizar en forma

continua. Se afiade una nueva etapa en la

preparacion del biocatalizador.

\ v

Permiten aumentar la concentracion
de la enzima en el medio de reaccion.

{ '

La actividad catalitica se puede afectar
negativamente.

Se facilita su separacion del medio de

) \. J
reaccion.

{ 3

Los fendmenos de difusién pueden

Se suele producir un aumento en la limitar la velocidad de reaccion.

estabilidad de la enzima.

\ v

Tabla 3: Ventajas y desventajas de la inmovilizacion de enzimas

Existen numerosos métodos para lograr la inmovilizacién de enzimas y cada uno implica
diferentes grados de complejidad y eficiencia. Estos métodos se pueden clasificar en dos

categorias: unién quimica y retencion fisica [51], como se muestra en la Figura 3.
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Adsorcion

Intercambio
ionico

Unién quimica

Con soporte

Clasificacion de
los métodos de
t inmovilizacion

Con la enzima
Cross-linking

Encapsulacién

Figura 3: Clasificacion de los métodos de inmovilizacién

2.4. Condiciones para la actividad enzimatica

La actividad enzimdtica, sin embargo, se realiza con diferente eficacia segun ciertas condiciones
que puedan existir en el cuerpo. Por ejemplo, una mayor concentracién del sustrato o bien
una mayor concentracion de la enzima aumenta la velocidad con la que se produce la reaccién

enzimatica hasta cierto limite [52].

Por otra parte, un aumento de 10°C duplica la velocidad de la reaccion, pero llegado cierto
limite, el calor pasa a ser contraproducente con la actividad enzimdtica ya que al acrecentar la
temperatura aumenta la fraccién de moléculas capaces de tener una energia suficiente para
alcanzar un "estado activado" que luego se transforme en producto de la reaccién por formacion
o ruptura de enlaces quimicos. Ademds, el pH 6ptimo de la actividad enzimética es 7 (excepto

en las enzimas digestivas, situadas en el contexto dcido del estomago) [52].
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2.5 Biorreactores en la inmovilizacion

Los procesos catalizados por enzimas en la industria son cada dia mds numerosos, ya que
presentan una serie de ventajas frente a los catalizadores convencionales no biolégicos [35]. Son
de una gran actividad catalitica, alta especificidad de sustrato y muy activos a temperatura

ambiente y presion atmosférica.

Muchas enzimas usadas en la industria son demasiado costosas, presentan una baja estabilidad
a las condiciones de trabajo y, al ser usualmente solubles en agua, su separacion de los sustratos
y productos es dificil y por lo tanto no se pueden reutilizar [36]. Cuando son insolubilizadas en
una matriz adecuada resulta un biocatalizador que puede ser reusado varias veces, y por lo tanto
se disminuyen los costos del proceso [53,54], permitiendo un mejor control de la reaccién y el
disefio de reactores que pueden ser facilmente incorporados dentro de una linea de un proceso

continuo [53].

Los métodos de inmovilizacién de enzimas ya mencionados anteriormente existen las ventajas
de las enzimas inmovilizadas se encuentra el aumento de la estabilidad de la enzima, la
posibilidad de reutilizar la enzima disminuyendo costos del proceso y aumentando su

productividad y la facilidad para el uso de biorreactores de procesos en continuo. [35,54,55]

2.6 Nanoestructuras en la inmovilizacion de enzimas

Al principio de la interaccion, las enzimas fueron inmovilizadas en materiales nanoestructurados
por métodos convencionales, como el simple atrapamiento o el enlace covalente. Las
nanoestructuras utilizadas pueden ser nanoesferas, nanofibras, nanotubos o materiales
nanoporosos. Estas preparaciones presentan ventajas tales como una mayor superficie de

reaccién, mayor carga enzimdtica, y en muchos casos mayor estabilidad que las enzimas
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convencionalmente inmovilizadas, Sin embargo, actualmente se explora aprovechar otras
propiedades de los materiales nanoestructurados, ademads de la del tamafio. El perfecto control
sobre el tamafio de poro, la conductividad eléctrica, el magnetismo, la hidrofobicidad o
hidrofilicidad, son caracteristicas de los nanomateriales que han revolucionado la biocatélisis

[56,57,58].

2.7 Nanofibras

2.7.1 Mecanismos de Obtencion de Nanofibras

Las nanofibras poliméricas pueden ser procesados por un nimero de técnicas tales como se

muestran en la tabla 5 [59].

Estirado

(Drawing)

Sintesis por
molde

Separacion
de fase

Auto
ensamblaje

Técnica del

electrohilado

e Las nanofibras
pueden ser
fabricadas a través
del proceso de
“drawing”. En esta
una micropipeta
con un diametro
de unos pocos
micrémetros es
sumergida dentro
de una gota cerca
de la linea de
contacto usando
un
micromanipulador

eEste método

implica el uso de
un molde o
plantilla para
obtener un
material o
estructura
deseada. Para la
fabricacion de
nanofibras, se
utiliza una
membrana de
oxido metalico con
unos poros cuyo
didmetro esta en
el rango
nanométrico.

*En esta técnica un

polimero es
mezclado con un
solvente antes de
que experimente
la gelificacion. El
principal
mecanismo de
este proceso es
como su nombre
lo sugiere, la
separacion de fase
debido a la
incompatibilidad
fisica. El solvente
es extraido
dejando la otra
fase restante.

*Se refiere a la

construccion de
nanofibras usando
moléculas
pequefias como
componente
basico. El principal
mecanismo para
un auto
ensamblaje son las
fuerzas
intermoleculares
que mantienen
juntas las
pequefias
unidades.

Tabla 4: Mecanismos de obtencion de fibras

o El proceso del

electrohilado
permite obtener
fibras por medio de
estiramiento coaxial
de una solucion
viscoelastica, estas
fibras poseen
didmetros que van
de las sub micras a
los nanémetros
rangos en los que es
posible encontrar
caracteristicas
unicas, entre las que
se encuentra: un
area superficial muy
grande en relacion
al volumen (en el
caso de las
nanofibras, esta
relacion puede ser
un aproximado de
103 veces mds que
una microfibra)
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2.8 Tecnica del electrohilado

En 1969, Taylor [60] estudié fundamentalmente la forma de la pequefia gota polimérica en la
punta de la aguja y demostré que esta tenia la forma de un cono en el que el chorro de polimero
era expulsado desde el vértice del cono referido como el “cono de Taylor”. En los afios
siguientes la mayoria de los investigadores enfocaron su estudio sobre la morfologia estructural
y caracterizacion de las fibras.

Desde 1980 y especialmente en afios recientes, un gran esfuerzo ha sido concentrado sobre la
técnica electrohilado debido a un renovado interés en la nanotecnologia, lo cual derivé en nuevas
y potenciales aplicaciones de las nanofibras en diferentes dreas tales como son membranas para

filtraciones, trajes protectores, soporte para catdlisis y materiales adsorbentes.

2.8.1 Aspectos Fundamentales del electrohilado

Las caracteristicas bésicas de la técnica del electrohilado son descritas en la figura 4, en la que
un electrodo es insertado en la solucién polimérica y el otro electrodo al colector, el cual a su
vez es conectado a tierra. Cuando un alto voltaje es aplicado, la repulsion de cargas en la
superficie del fluido provoca una fuerza directamente opuesta a la tension superficial del fluido.
Cuando el campo eléctrico es incrementado, la superficie semiesférica del fluido en la punta de
la aguja del inyector se elonga hasta llegar a la forma cénica llamado “cono de Taylor”. Un
chorro de fluido cargado es expulsado desde la punta del cono de Taylor, cuando la fuerza
electrostitica vence la tension superficial en un valor critico del campo eléctrico. Una
caracteristica observada durante este proceso es la salida aleatoria del chorro polimérico
conocida como “whipping”. La evaporacion del solvente toma lugar desde las fibras poliméricas
cargadas hasta el camino al colector produciendo sobre el colector una estera de fibras no tejidas

[60].
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Figura 4: Representacion esquematica del Sistema de electrohilado

2.8.2 Parametros de la técnica electrohilado

Aunque la mayoria de las fibras que son producidas a través de esta técnica son filamentos
solidos de forma circular; hay ocasiones en las que estructuras tipo tubos, cintas, alambres, o
tipo gotas se hacen presentes en la morfologia de las nanofibras electrohiladas.
Hay muchos factores que afectan la produccion de nanofibras en la técnica electrohilado [61]:
e Las propiedades de la solucion polimérica, tales como: la concentracion de la solucidn,
la elasticidad, la conductividad y la tensién superficial.
e Parametros del proceso, tales como: el intervalo de separacion entre la punta de la aguja
del inyector y el colector, el voltaje aplicado y la presion hidrostatica en el contenedor
de la solucion.

e Elefecto del medio ambiente, tales como: la temperatura, humedad y el flujo de aire.
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2.8.3 Parametros de la solucion

Se ha demostrado que los pardmetros de la solucién influyen notablemente en la obtencién de
fibras y en la morfologia de las mismas. Se describen a continuacidn algunos de los pardmetros

mads importantes a considerar [62,63,64]

e Efecto de la concentracion: Se requiere de una concentracion critica para que los
entrecruzamientos fisicos de las cadenas poliméricas permitan la formacién de fibras
bajo la accién del campo eléctrico aplicado. Si la concentracién de polimero se encuentra
debajo de una concentracion critica, los entrecruzamientos fisicos entre las cadenas
poliméricas no alcanzan a contrarrestar estas fuerzas y el microchorro se rompe,
obteniendo un pulverizado de gotas.

e Viscosidad: La viscosidad de la solucién polimérica estd relacionada con el peso
molecular del polimero disuelto y el solvente. A mayor peso molecular, mayor es la
viscosidad de la solucidn.

e Solventes: Los solventes utilizados influyen y determinan varios aspectos del proceso
de electrohilado. En primer lugar, afectan la conformacion de las cadenas poliméricas
en solucidn, e influyen en la facilidad del transporte de la carga del microchorro.

e Conductividad: La conductividad de la solucién polimérica es fundamental en la
produccioén de fibras por electrohilado, dado que influye en la repulsion electroestatica
de las cargas superficiales presentes en la solucion.

e Tension superficial: La tension superficial de la solucion es la fuerza principal a vencer
para lograr el estiramiento del microchorro y la produccién de nanofibras.

e Factores ambientales: Por dltimo, si bien en la mayoria de los casos se realiza el
proceso de electrohilado en atmdsfera de aire, también puede realizarse en presencia de
nitrégeno u otros gases que modifican el proceso de secado del microchorro y la pérdida

de cargas eléctricas superficiales al ambiente.
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3. Hipoétesis

Es posible la inmovilizacion de la enzima pepsina en nanofibras poliméricas mediante la técnica

de electrohilado.

4. Objetivo general

La inmovilizacién de la enzima pepsina en nanofibras poliméricas serd posible a través de la
técnica de electrohilado, mediante la optimizacion del proceso de inmovilizacion de la enzima
pepsina se mejorard la actividad enzimadtica bajo distintas condiciones de pH, temperatura y
diferentes ciclos de reutilizacion. La enzima pepsina inmovilizada tendrd potenciales
aplicaciones en el area médica en el tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas tales
como la artritis y en la industria alimenticia dado las propiedades de degradacién de coldgeno

de esta enzima proteasa.

5. Objetivos especificos

e Encontrar los pardmetros de &ptimos de operacion y de solucién para el
electrohilado de soluciones de PVA conteniendo diferentes concentraciones de la
enzima pepsina.

e Encontrar las condiciones 6ptimas de electrohilado para obtener una mejor
morfologia en las nanofibras electrohiladas.

e Establecer y optimizar la metodologia para la medicion de la actividad enzimética
de la enzima pepsina inmovilizada en nanofibras electrohiladas poliméricas.

e Medir la actividad enzimatica de la enzima inmovilizada bajo distintas condiciones
de pH, temperatura, tiempo de entrecruzamiento, ciclos de reutilizacién y tiempo

de almacenamiento.
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e Analizar las interacciones que puedan presentarse entre las moléculas
pertenecientes a la enzima inmovilizada y la matriz polimérica de nanofibras

sintetizadas, por medio de las técnicas espectroscopicas y calorimétricas.

6. Experimentacion

6.1 Materiales y reactivos

Pepsina de la mucosa gastrica porcina (E.C. 3.4.23.1 > 400 u/mg), Poli (vinil alcohol) (PVA)
con 87-89% hidrolizado y un peso molecular promedio en (Mw) de 13-23 kg/mo, Poli (vinil
alcohol) (PVA) de medio peso 99+% hidrolizado, glutaraldehido grado I 50% acuoso (Mw
100.12 g/mol), tyrosine and trichloroacetic acid, Tris buffer, acido acético grado reactivo ACS
>99.7%, Fosfato de potasio dibasico grado reactivo ACS >98% (P.M. 174.18), albumina de
suero bovino (BSA) polvo liofilizado > 96%, ensayo proteinico Bradford/Bio-Rad reactivo

colorante, reactivo de Folin-Ciocalteau.

6.2 Equipos utilizados

Microscopio electronico de barrido (MEB) modelo FEI Nova Nano Sem Model 200,
Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR), calorimetro diferencial de
barrido (DSC) modelo TA Instruments Q1000, espectrofotémetro de ultravioleta-visible
(UV/Vis) modelo Perkin Elmer Lambda UV 35, fuente de alto voltaje de corriente directa marca

Gamma, bomba de inyeccién marca New Era PumpSystems, Modelo No. NE-300.
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6.3 Elaboracion de PVA

Para la preparacion de la solucién de PV A se pesaron 2.5 g de Poli (vinil alcohol) de medio peso
y 2.5g de Poli (vinil alcohol) de bajo peso y se depositaron en un matraz bola de 50ml,
posteriormente se agregaron 50ml de agua desionizada, una vez realizado ese procedimiento es
recubierto con aluminio en toda su totalidad esto ayudara a distribuir el calor de manera
uniforme sobre el matraz, esto se deja en agitacion una hora a una temperatura no mayor a 100°C
hasta obtener una solucién homogénea. El PVA permanece estable durante largos periodos de

tiempo en recipientes cerrados.

6.4 Montaje de electrohilado

El tipico montaje para la ejecucion de la técnica de electrohilado, consta de un capilar a través
del cual debe ser expulsada la solucion polimérica (aguja, cono, etc.); una fuente de alto voltaje
que posee dos electrodos los cuales deben conectarse uno al lugar de salida de la solucién y otro
directamente al plato colector (lamina de metal conductor con un drea superficial de 5x5 cm?)
donde se depositaran las fibras posteriores a la evaporacion del disolvente. La bomba de
inyeccion se utilizé para liberar la solucién de PV A a una concentracion determinada de enzima,
la velocidad utilizada para esta experimentacion fue 0.50ml/h utilizando una corriente de 15 kV,

utilizando una distancia de 10cm entre la aguja y el colector metalico.

6.5 Encapsulacion de enzima pepsina electrohilada en una matriz de PVA

Las muestras de papaina inmovilizada se prepararon utilizando una solucién de poli (vinil
alcohol) (PVA) de 10% v/w utilizando ambos tipos de polimeros alto y bajo peso molecular. Se
agrego enzima en solucion polimérica hasta obtener los porcentajes deseados (5%, 10%, 15%,

20%, 25%, 30%) con respecto al peso del polimero, posteriormente se realiza el electrohilado
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manteniendo un voltaje de 20 kV y una velocidad de 0.50ml/h para cada una respectivamente.

Cada una se dividi6 en 4 partes para utilizarlas en distintas pruebas.

6.5.1 Inmovilizacion de pepsina

La inmovilizacién de la enzima pepsina encapsulada en la matriz de PVA se llevé acabo por
medio de entrecruzamiento mediante glutaraldehido. De manera general, los métodos de
inmovilizacién de enzimas se clasifican en fisicos y quimicos. Su diferencia radica en que en
los fisicos las interacciones entre la enzima y el soporte son débiles, mientras que, en los
quimicos, la enzima y el soporte se unen a través de enlaces covalentes. En el caso de
entrecruzamiento quimico, el aldehido es el agente de entrecruzamiento mds utilizado para
realizar la inmovilizaciéon de enzimas, este método se ha utilizado en nuestro grupo de
investigacion en trabajos previos (agrega referencias). Para esto las fibras fueron expuestas al
vapor de glutaraldehido a diferentes pedidos de tiempo (lhora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5
horas). Posteriormente se colocaron las muestras en una estufa a 50°C, una vez terminado el
periodo de tiempo las muestras se retiran de la estufa y se almacenan a temperatura ambiente

para ser usadas posteriormente.

Caleclor Encapsulacion de enzima
Y
Ay

Solucién
Polimérica \

| Fuente de
alto voltaje

_|

"‘:_ .

Enzima inmovilizada Entrecruzamiento con GAvt

Figura 5: Proceso de encapsulacion e inmovilizacion de la enzima pepsina
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6.6 Determinacion de actividad enzimatica de las nanofibras

Se utilizo el método Folin-Ciocalteau basada en el ensayo de Giuseppe Cirillo y colaboradores
[65]. El Folin-Ciocalteau, se utiliza para cuantificar los polifenoles totales. Para su calculo es
necesario que la sustancia esté en disolucion. Se basa en la interaccion de los polifenoles con el
reactivo Folin activado con el carbonato de sodio. La reaccion entre el reactivo Folin y los
polifenoles se realiza en medio acido. Como resultado da un rango de colores; da una coloracién
azul, cuyo méximo de absorcion es a una longitud de onda de 750 nm. Este procedimiento se
realizé para calcular la actividad de la enzima en estado libre y de la enzima inmovilizada en las

nanofibras de matriz polimérica PVA.

Para realizar la determinacién de la actividad enzimdtica de la enzima pepsina libre e
inmovilizada se determind midiendo la concentracion de tirosina producida por la enzima. En
un vial de vidrio se pesan 0.010 g de albimina de suero bovino (BSA), posteriormente se agrega
la nanofibra inmovilizada con 3 ml de buffer pH 3, el vial se coloca en la plancha aplicando
calor a40°Cy se deja en agitacion 30 min. Una vez terminado este proceso la reaccion se detiene
mediante la adiccion de 1 ml de una solucidn de 4cido tricloroacético (TCA). La mezcla se deja
reposar durante 30 min a 4°C para posteriormente ser centrifugado a una velocidad de 9500 rpm
durante 30 min. Terminando el centrifugado se toma 1 ml del sobrenadante diluido en 6 ml de
agua desionizada y 1 ml de Folin-Ciocalteu. Después de 3 min, se afiadieron 3 ml de carbonato
de sodio y la mezcla se dej6 reposar durante 2 h con agitacion intermitente. La absorbancia se

midi6 a 750 nm frente a un control, y se compar6 con la curva de calibracion de tirosina libre.
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Figura 6: Proceso de medicién de actividad enzimatica

6.7 Determinacion de carga enzimatica

La determinacién de proteinas por el método de Bradford es ampliamente usada ya que es
simple, rdpida, barata y sensible. La estructura terciaria de las proteinas y aminodcidos
especificos son importantes en este método de determinacién enzimadtica. Esta unidn se realiza
a través de grupos ionizados y consiste en la medicion de la extincion provocada por el cambio
en el espectro visible del colorante cuando éste se une a la proteina, asi el colorante cambiaria
de color de marrén a azul proporcionalmente en funcién del contenido proteico de la muestra.
Para llevar a cabo esta experimentacion se realizé el ensayo Bio-Rad. Lo cual se obtuvo una
curva de calibracion a partir de soluciones tomando diferentes concentraciones de albumina de
suero bovino (BSA) (0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0 mg/ml), tomando como blanco 20
ul de agua desionizada. Para cada una de las muestras se le agrego 1 ml de ensayo Bradford y
se deja en reposo ente 5 a 10 min, una vez terminado el tiempo de reaccion se lleva al UV-VIS

a para realizar su correspondiente lectura a 595 nm.
El ensayo se utiliza para la determinacion de la cantidad de enzima en las nanofibras, lo cual se

coloca un tubo de ensayo, se le agrega la nanofibra y se le coloca 3 ml de solucién buffer PBS

pH8 0.01M y se deja en reposo por 24 horas, una vez pasando el tiempo de reposo se toman 20
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ul del sobrenadante que serdan depositamos en viales de vidrio para asi agregar 1 ml del reactivo
Bradford y dejarlo en reposo de 5 a 10 min una vez concluido el tiempo se lleva al UV-VIS para

realizar la lectura a cada una de las muestras a una longitud de onda de 595nm [65].

6.7.1 Actividad enzimatica en las nanofibras en ciclos

La determinaciéon de esta actividad se obtuvo utilizando las fibras con la concentracién
enzimadtica ya establecida utilizando el mismo ensayo ya mencionado anteriormente, cada una
de las fibras fueron colocadas en tubos de ensayo, posteriormente se pesé 0.010 g de albtimina
de suero bovino (BSA), se agregaron 3 ml de pH 3, y se dejo en agitacién por 30 min a 45°C.
Terminado este proceso se detiene la reaccion con 1 ml de 4cido tricloroacético (TCA) y se deja
reposar 30 min a 4°C. Una vez terminando el tiempo de reposo las fibras se retiran y se colocan
en un tubo de ensayo que contiene buffer acetato pH 3 estas se dejan reaccionar una hora. Pasando
el periodo de tiempo las fibras fueron retiradas y se volvieron a colocar en un nuevo tubo de
ensayo conteniendo pH 3 y se dejé actuar por otra hora, mientras la reaccién anterior fue
detenida la mezcla se centrifuga a 9500 rpm por 30 min, terminando el proceso se toma 1 ml
del sobrenadante agregando 6 ml de agua desionizada y 1 ml de Folin-Ciocalteau, dejando
reposar 3 min se agregan 3 ml de carbonado de sodio y se deja en agitacion por 2 horas para
posterior mente obtener la lectura en €l UV-VIS a una longitud de onda de 750nm. Cada vez

que un ciclo se detiene, se repetird el mismo procedimiento.

6.7.2 Actividad enzimatica de las nanofibras almacenadas

Para determinar la actividad en las nanofibras almacenadas seguiremos utilizando el mismo
ensayo ya mencionado anteriormente. Las fibras que se utilizardn serdn las fibras con
concentracion enzimatica ya establecidas las cuales fueron depositadas en tubos de ensayo cada

una respectivamente; este ensayo es parecido al de la actividad enzimdtica en ciclos, la
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diferencia radica en que en este procedimiento la fibra se enjuaga en un tubo de ensayo que
contiene 3 ml de buffer pH3 la cual se deja en agitacion por 3 min, se retira la fibra y se almacena
en el refrigerador por un periodo de horas. Terminado el periodo de horas se vuelve a realizar
el mismo ensayo sobre la misma fibra y se repite el proceso de enjuague de la fibra y
posteriormente se vuelve a almacenar, este proceso se realizé a diferentes tiempos de

almacenamiento (1hora a 7 horas y 1 dia a 14 dias).

6.7.3 Actividad enzimatica a diferentes pH

Esta actividad se realiz6 preparando buffers a diferentes escalas de pH de 1 a 5. La preparacion
de cada pH se realizé a partir de dcido acético y acetato de sodio. Para la realizacion de esta
actividad, se tomo el ensayo de Folin-Ciocalteau ya utilizado anteriormente, el buffer pH 3 se
remplazd utilizando para cada ensayo los pH de diferentes escalas de 1 a 5 ya mencionadas con
anterioridad. Cada una de las pruebas se realizé obteniendo las fibras con la concentracion
enzimdtica 6ptima, todas las fibras fueron depositadas en tubos de ensayo individuales, a los
cuales se les agreg6 5 ml de cada buffer a pH distintos y se dejé actuar por una hora, terminando
el proceso se detiene la reaccion con 4cido tricloroacético (TCA). Una vez terminado todo el

proceso se lleva al UV-Vis para realizar la lectura a 750nm.

7. Equipos utilizados

7.1 Caracterizacion
Para el estudio de la morfologia de las nanofibras electrohiladas se utiliz6 un microscopio

electréonico de barrido (SEM). Con ayuda del software Imagel, se realiz6 la medicién de

didmetros para las nanofibras. Para realizar estas pruebas se us6 un equipo de modelo FEI Nova
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Nano SEM Model 200. La presencia de la enzima en las nanofibras electrohiladas fue
confirmada por medio de espectroscopia de infrarrojo (FTIR) con un spectrofotometro Perkin
Elmer FT-IR/FIR Spectrometer Frontier. Para el analisis térmico de las nanofibras se realizaron
pruebas a través del método calorimétrico diferencial de barrido (DSC) modelo TA Instruments
Q1000. Las pruebas para la medicién de la actividad enzimatica, asi como la carga enzimadtica
fueron medidas a través de espectroscopia de Ultravioleta-visible y llevadas a cabo utilizando

un equipo Shimadzu 2401.

8. Resultados y discusiones

8.1 Morfologia

Para la realizacion del andlisis morfoldgico se utilizé un equipo de Microscopia Electrénica de

Barrido (MEB).

Para este trabajo de investigacion se obtuvieron fibras por el método de electrohilado a partir de
una solucién de poli (vinil alcohol) a diferentes concentraciones de enzima para cada prueba. El
andlisis de morfologia de fibras se realiz6 mediante microscopia electrénica de barrido (MEB),
donde se encontraron didmetros con rangos de 70 a 207nm.

En la figura 7 se muestra el efecto de la concentracion de enzima sobre la morfologia final de
las nanofibras de PVA, en donde se puede observar el efecto que provoca el aumento de la
concentracion de enzima pepsina en la solucion de polimero electrohilada. Las nanofibras de
PVA sin contenido enzimdtico se muestran en la (figura 7A), donde se puede observar una
morfologia sin defectos y un didmetro promedio de 96nm. Posteriormente la enzima se
encapsulé obteniendo un aumento gradual en el didmetro conforme se incrementaba el
contenido de enzima en la solucién polimérica. Este incremento de didmetro se ha reportado
para sistemas de inmovilizacién de enzimas en nanofibras poliméricas [66], asi como la

aparicion de defectos superficiales en el andlisis de morfologia reportado para estos trabajos. Es
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en este sentido que tomando como referencia la fibra sin ninguna carga enzimatica (figura 7a),
en la que se presenta una morfologia libre de defectos, conforme se aumenta la cantidad de
enzima encapsulada se puede apreciar la presencia de algunos defectos en forma de cuenta; sin
embargo, estos no afectaron de manera significativa el rango de didmetro obteniendo asi rangos
de didmetros entre 70 a 207nm para cada concentracion respectivamente, ni en las interacciones
de las nanofibras en las pruebas de actividad enzimadtica realizadas posteriormente (figura 7 y
8). Debido a que todas las fibras se trabajaron con las mismas condiciones de electrohilado, para
esta investigacion se considerd 6ptima la morfologia obtenida utilizando un 25% de contenido
enzimatico, ya que esta demostré estar casi libre de defectos, asi como una mayor actividad

enzimdtica como serd reportada posteriormente en las pruebas de actividad enzimatica.

Figura 7: Imagenes de SEM con aumento de la concentracion enzimatica en nanofibras con matriz de PVA.

a) PVA, b) 5%, ¢) 10%, d) 15%, e) 20%, f) 25%, g) 30%.
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Se realizo el andlisis de distribucion de didmetros con ayuda del programa ImageJ, esto para
demostrar que las nanofibras se encontraran dentro del didmetro nanométrico. En las figuras 7
y 8 se puede apreciar que hay una tendencia al incremento de didmetro en la distribucién
Gaussiana obteniendo valores centrales entre 162 y 207 nm. Cada una de estas distribuciones

de didmetro muestran un grado de ajuste mayor a los 0.90 en el modelo Gaussiano.

8.1.1 Efecto de entrecruzamiento sobre la morfologia de las nanofibras

Para este trabajo se analiz6 el efecto del proceso de entrecruzamiento por exposicion a vapor de
glutaraldehido sobre la morfologia de las nanofibras (figura 9). Como se discuti6 anteriormente,
las nanofibras conteniendo la concentracion enzimatica de 25% fueron expuestas a vapor de
glutaraldehido durante diferentes periodos de tiempo (1, 2, 3, 4, 5 h). En la figura 9a se puede
apreciar la morfologia de la muestra de nanofibras que se someti6 a vapor de GAvt por 1 hora.
La muestra presenté una morfologia libre de defectos y un valor central en la distribucién de
didametro de 132 nm (figura 10).

Por otra parte, se observa que a mayores tiempos de exposicion a vapor de GAvt. las nanofibras
empiezan a perder su estructura nanofibrosa obteniendo un aumento dréstico en la distribucién
de didmetros (figura 10). De igual manera a partir de la tercera hora, se observa la presencia de
defectos en forma de cuenta en la superficie de la nanofibras. No obstante, se pueden mencionar
similitudes de didmetro entre la morfologia de las muestras sometidas a 1 y 2 horas de
entrecruzamiento por exposicion a vapor de GAvt. Este tipo de efecto del tiempo de
entrecruzamiento en la morfologia de las nanofibras electrohiladas se ha reportado antes por
nuestro grupo en la encapsulacion e inmovilizacion de distintas enzimas proteasas utilizando
este mismo método [66,67,68].

Tomando en cuenta los resultados anteriores podemos deducir que la morfologia dptima para
esta investigacion se dio a una hora de exposicion a vapor de GAvt, ya que fue en este tiempo
de entrecruzamiento cuando se cumplié con las caracteristicas requeridas para la realizacion de
este trabajo, a saber: mantener la morfologia nanofibrosa, menor cantidad de defectos en forma

de cuenta posibles y mantener su didmetro en el rango nanométrico.
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Figura 9: Efecto de tiempo de entrecruzamiento en la morfologia de las nanofibras
a) lhora, b) 2horas, ¢) 3horas, d) 4horas, e) 5 horas, f) después del buffer.

En el anélisis de distribucion de didmetro se observa un aumento cada vez que aumentamos el
tiempo de exposicion de glutaraldehido a las fibras (figura 10). Esto puede deberse a la accién
que ejercen las moléculas de glutaraldehido absorbidas por la matriz de PVA y la interaccion
con el grupo funcional con la misma.

En la (figura 9f) se muestran la fibra con tiempo de entrecruzamiento optimo, la cual fue
sometidas al contacto con el medio de reaccién. Podemos observar en esta figura como la mayor
parte de la morfologia nanofibrosa de las muestras fue conservada después de su contacto con
el medio de reaccion [65]. La (figura 10f) se muestra el andlisis de distribucion de didmetro, lo
cual se muestra un incremento en el didmetro, esto podria estar relacionado con la absorcién del

vapor del glutaraldehido dentro de la estructura de la nanofibra.
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8.2. Presencia de la enzima pepsina en nanofibras de PVA

8.2.1 Analisis por espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
(FT-IR)

La presencia de la enzima pepsina en nanofibras electrohiladas de PVA, se realiz6 mediante el
andlisis de infrarrojo por transformada de fourier (FT-IR). En la figura 12 se muestra una
comparativa entre la fibra de PVA, la enzima pepsina en polvo, PVA con la enzima pepsina
encapsulada, PVA con enzima pepsina encapsulada expuesta a vapor de glutaraldehido

respectivamente.

A primera vista las fibras de PVA se puede observar que hay un estiramiento del enlace C-O
en 1091 cm™', también se observa una banda de estiramiento de 3315 cm™ que corresponde a

la presencia del grupo OH.

En la figura 12 b se puede observar el espectro de la enzima libre con bandas de absorcién
caracteristicas de la pepsina libre a 1648 cm™ asignada a la region de la amida Iy a 1536 cm™

correspondiente a la regién de la amida II.

En la figura 12c se puede observar el espectro correspondiente a la enzima encapsulada en las
nanofibras de PVA, en el cual podemos observar la banda de absorciéon a 1648 cm™
correspondiente a la amida I y también la banda de absorcion de 1536 cm™, que corresponde a
la amida II, estas vibraciones se han atribuido a la flexion de N-H y las vibraciones de tensién
de C-N, respectivamente [69,70]. Ya que la presencia de estas bandas es caracteristica de la
estructura proteinica de las enzimas, podemos confirmar la presencia de la enzima pepsina en
las nanofibras de poli vinilalcohol. Por otra parte, en el espectro de las nanofibras entrecruzadas
se observa una banda de absorcion a 1720 cm™ correspondiente a los grupos aldehidos, lo cual
confirma la presencia del glutaraldehido en la estructura nanofibrosa (figura 12d). Este pico de
absorcion también se puede apreciar en el espectro del glutaraldehido (figura 12e). De igual

manera en el espectro de las muestras entrecruzadas también se puede apreciar el pico de
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absorcion a 1143 cm™ indicando la formacion del enlace C-O-C generado por la reaccion entre
el grupo funcional OH en la estructura molecular de PVA y el enlace - C - de la molécula de

glutaraldehido (figura 12d) [66,71].
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a) Fibra PVA b) Enzima Pepsina c) Fibra PVA con Enzima Pepsina encapsulada d) Fibra Entrecruzada de PVA con

Enzima Pepsina, e) Glutaraldehido

8.3 Analisis térmico por calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La técnica més utilizada para determinar la Tg es la calorimetria diferencial de barrido (DSC),
la cual detecta la transicion vitrea en base al cambio en la capacidad calorifica (Acp) durante

esta transicion. La muestra se calienta a una velocidad constante en una capsula sellada, y en
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general se utiliza una cdpsula vacia como referencia. El instrumento registra las diferencias en
absorcion del flujo de calor entre la muestra y la referencia en funcién de la temperatura y del

tiempo mientras ambas se someten a una misma rampa de temperatura [72,73,74,75].

En esta seccion se analizaron las interacciones de las moléculas de la enzima pepsina con las
cadenas de PVA a través del estudio de la temperatura de transicion vitrea (Tg) y el calor de
fusion (Hr) de las muestras por exploracion diferencial calorimetria (DSC). En la figura 13 se
muestra el anélisis de efecto del tiempo de reticulacion en la temperatura de transicion vitrea

(Tg) de la matriz de nanofibras de PVA conteniendo pepsina inmovilizada.

El andlisis de la influencia del tiempo de reticulacién en el comportamiento térmico de las
muestras se estudid a partir de un tiempo de entrecruzamiento de 1 h. En este andlisis, a partir
del tiempo de entrecruzamiento de 2 h la Ty disminuy6 rdpidamente. Estos resultados sugieren
que, a partir de 2 h de tratamiento de reticulacién por medio de exposicion a vapor de GAvt, el
exceso de moléculas de GAvt que no alcanz6 a reaccionar con las macromoléculas de PVA y la
enzima se aglutiné en una sola fase, la cual comenz6 a tener un efecto plastificante sobre la fase

total de la matriz nanofibrosa [76,77,78].
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Figura 13: Calorimetria diferencial de barrido a diferentes tiempos de entrecruzado de las fibras de matriz de PVA
con concentraciéon 25% de enzima pepsina.
a) 1lhora, b) 2 horas, c) 3 horas, d) 4 horas, e) 5 horas

Se analizo una correlacion del pico de fusion de la matriz de PVA con enzima pepsina
inmovilizada y el tiempo de reticulacion. Lo cual se observar una disminucion progresiva del
pico de fusion cada vez que aumentamos la concentracion de enzima, esta variacidén asegura una
disminucién en la cristalinidad unida a una reaccion en el tamafio del cristal en la matriz
polimérica esto se debe al aumento en el nimero de moléculas de la enzima pepsina en la matriz
de PVA [78,82]. Por lo tanto, podemos decir que la matriz de PV A estd formado por un dominio
cristalino, en el que hay poca presencia de moléculas enziméaticas y un dominio amorfo donde
la enzima pepsina interactia con las moléculas de PVA mediante fuertes de interacciones

intermoleculares [78,83].
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En la figura 14 se muestra el efecto de la cantidad de enzima inicial sobre la Tg de la matriz de
nanofibras de PVA que contiene la enzima pepsina encapsulada. Como podemos observar la Ty
alcanza un maximo en 15% de contenido enzimético con respecto al peso del polimero. A una
concentracion de 30% la temperatura de transicion vitrea es menor a la que se presenté a 15%
de contenido enzimédtico pero mayor a la presentada por el contenido inicial de 5% de peso en

polimero.

El aumento de la Tghasta llegar a un méximo en 15% de contenido enzimatico puede deberse a
un entrecruzamiento fisico debido a enlaces tipo puente de hidrégeno entre los grupos hidroxilo
de las moléculas de PVA y los grupos amino de las moléculas enzimaticas, lo cual limita el
movimiento entre las cadenas poliméricas provocando un aumento de la Tg. Este tipo de
entrecruzamiento fisico se ha reportado anteriormente para sistemas de encapsulamiento de
proteinas utilizando el polivinil alcohol como matriz polimérica [78,79,80]. Siguiendo este
razonamiento, la disminucién de la Tg para la maxima cantidad contenido enzimatico puede
explicarse debido a una saturacion de los grupos funcionales disponibles en la cadena polimérica
para interactuar con los grupos amino de las moléculas de enzima encapsulada, como se ha sido

reportado anteriormente por nuestro grupo [79,80,81].
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Figura 14: Calorimetria diferencial de barrido de diferentes concentraciones de enzima en matriz polimérica de PVA
a) 5%, b) 10%, c¢) 15%, d) 20%, d) 25%, e) 30%
8.4 Actividad enzimdtica de la enzima pepsina inmovilizada

8.4.1 Analisis de carga y actividad enzimatica

Para las mediciones de la actividad de la pepsina se emplearon dos ensayos estdndar reportados

anteriormente por nuestro grupo: actividad enzimadtica y carga enzimatica (agrega referencias).

En la figura 15 se muestra el efecto de la concentracion enzimdtica inicial sobre la actividad

enzimatica de las muestras electrohiladas. La actividad enzimditica maxima se obtuvo en la
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muestra de concentraciéon enzimdtica mds “alta” que en este caso fue la de 25%. Este
comportamiento podria referirse a la existencia de la colision que hay entre las moléculas
enzimaticas en la catalisis de oxidacion del sustrato, lo cual esto limita a la actividad enzimatica.
Por otra parte, se puede observar que la actividad enzimética no permanece constante, pero llega
hasta un punto de saturacion, en el que la cantidad limitada de sustrato no permitié un aumento

adicional en la actividad enzimatica.

Igualmente, se ha investigado y se ha encontrado que las enzimas inmovilizadas en la matriz
polimérica de nanofibras sufren una disminucién en su actividad enzimdtica principalmente
debido a restricciones relacionadas con un confinamiento de la enzima en una matriz sélida y al
hecho de que no todas las moléculas enziméaticas inmovilizadas tienen el mismo acceso al

sustrato [84,85].

Las altas concentraciones iniciales de enzima en combinacién con el proceso de reticulacion
podrian limitar la difusién del sustrato hacia el sitio activo de las enzimas inmovilizadas, esto

se puede observar en resultados similares publicados en literaturas previas [71].

El alto valor de la carga enzimética corresponde a que la mayoria de las moléculas de enzima
inmovilizadas permanecieron activas después del proceso de inmovilizacién inclusive a altas
concentraciones enziméticas. Es importante mencionar que la tendencia que hay entre la
actividad enzimdtica y la carga enzimdtica a aumentar para luego conforme se incrementa la
cantidad de contenido enzimdtico se ha reportado en diferentes casos de inmovilizacién de
enzimas electrohiladas [86,87,88,89,90]. Sin embargo, en este trabajo cabe resaltar que tanto la
actividad enzimatica como la carga enzimdtica tuvieron una tendencia al alza conforme se
incrementé el contenido enzimadtico en la solucidn electrohilada; y no fue hasta llegar a una
concentraciéon de 25% cuando ambos indicadores de la actividad enzimatica comenzaron a
disminuir debido a los factores antes mencionados. Debido a los resultados presentados en esta
seccion y al andlisis de morfologia de las nanofibras, se tomé la decisiéon de utilizar la

concentracion de 25% con respecto al peso del polimero afiadido en la solucién polimérica a
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electrohilar en las pruebas posteriores de actividad enzimadtica. Por ultimo, cabe resaltar que la
actividad relativa de la enzima inmovilizada con respecto a la enzima libre fue de 96 %, la cual
es superior a las actividades relativas con respecto a la enzima libre reportadas en anteriores

trabajos de inmovilizacion de la enzima [85,91].
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Figura 15: Efecto de la carga enzimatica y la actividad enzimatica sobre la concentracién enzimatica de pepsina en las

nanofibras con matriz polimérica de PVA.

8.4.1.1 Analisis del efecto del tiempo de entrecruzamiento en la actividad
enzimatica

El proceso de reticulacion se llevo a cabo mediante la exposicion de la pepsina encapsulada en
nanofibras poliméricas al vapor de glutaraldehido (GAvt) durante diferentes periodos de tiempo.

Este tipo de proceso de reticulacion usando GAvt es el método méds comun de inmovilizacién
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enzimadtica usado en matrices poliméricas, debido a su alta afinidad hacia los grupos amina e

hidroxilo [84,91].

En la figura 16 muestra una disminucién constante de la actividad enzimdtica de la enzima
inmovilizada con el aumento del tiempo de reticulacion. Se sabe por otra parte que el proceso
de reticulacion limita la accesibilidad del sustrato al sitio activo de la enzima inmovilizada,

llevando incluso a la inactivacién completa de la enzima [84,85].

Por otro lado, mientras mayor sea el tiempo de reticulacién, mejor serd la resistencia al agua de
las nanofibras entrecruzadas. Por lo tanto, considerando este andlisis y la evidencia experimental
discutida con anterioridad respecto al tiempo maximo de reticulacién que se podia tener sin
afectar la morfologia de las nanofibras, se llegé a la conclusién que el tiempo 6ptimo de

entrecruzamiento por reticulacion para este trabajo era de 1 hora.
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Figura 16: Tiempo de exposicion del vapor de glutaraldehido sobre las nanofibras con enzima inmovilizada.

8.4.1.2 Efecto del efecto del pH del medio de reaccion sobre la actividad
enzimatica

Todas las enzimas tienen en su estructura primaria aminodcidos con grupos radicales ionizables.
Dependiendo del pH del medio de reaccidn en el que se encuentren pueden no tener carga, o por
el contrario estar cargados, bien positiva o negativamente. Estas cargas sirven para estabilizar
la conformacién natural de la proteina y cuando el pH las cambia, también se modifica la
estructura tridimensional, llevando en tltimo extremo a la desnaturalizacion de la proteina, y en

el caso de las enzimas a la pérdida de actividad.
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Como consecuencia de lo anterior la actividad enzimética muestra una dependencia significativa
de los valores de pH del medio de reaccién. Conforme el valor de pH aumenta, la actividad se
incrementa hasta un maximo (pH 6ptimo) y decae a valores de pH extremos (pH alcalinos). El
comportamiento que se presenta a diferentes valores de pH se debe a dos efectos: la
participacion directa de grupos idnicos en los mecanismos cataliticos y la participacién de los
grupos cargados en la estabilizacion de la estructura de la proteina. Los grupos idnicos
frecuentemente se encuentran asociados con la catélisis enzimdtica en la que el estado de
protonacion es esencial para la reaccion. Las desviaciones en los valores de pH 6ptimo alteran
el estado de ionizacion de los grupos involucrados e inhiben los procesos

cataliticos [93,94,95,96,97]

En este trabajo se llevo a cabo el estudio de la influencia del pH del medio sobre la estabilidad
de la actividad enzimdtica de la enzima pepsina libre e inmovilizada. Para ello, se midi6 la
actividad enzimadtica de la pepsina a distintos valores de pH en un intervalo comprendido entre
1 y5. Enelcaso de la pepsina, una enzima digestiva, el andlisis de su actividad enzimética se
realiz6 a diferentes pH tanto inmovilizada en la matriz de PVA como en solucion. En la siguiente
figura 17 se muestra el valor maximo de la actividad enzimatica fue evaluada a distintos pH.
Para ambos casos (enzima libre y enzima inmovilizada) la mayor actividad se observé a pH 3 y

no hubo diferencias relevantes entre la enzima y la enzima inmovilizada en este pH.

El hecho de que la pepsina presente su mdxima actividad en un intervalo muy amplio de valores
de pH, concretamente entre 1 y 3 para la enzima inmovilizaday 2 y 3 para el caso de la pepsina
libre lo cual muestran una elevada estabilidad en un amplio intervalo de pH, es una gran ventaja
desde el punto de vista de su aplicacion industrial ya que puede operar en un intervalo amplio
de pH sin una disminucion significativa de la actividad. Por ultimo, es importante recalcar que
en todo el intervalo de pH analizado la enzima inmovilizada mostr6 una mayor actividad
enzimatica que la enzima libre. Esto habla de la efectividad del proceso de inmovilizacién en
nanofibras electrohiladas a la hora de proporcionar estabilidad a la estructura tridimensional de

la enzima bajo condiciones variantes de pH en el medio de reaccion.
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Figura 17: Efecto del pH en la actividad enzimatica

8.4.1.3 Ciclos de Reutilizacion de la enzima pepsina inmovilizada

En este trabajo se realiz6 un andlisis de reutilizacion a la enzima pepsina inmovilizada en

nanofibras electrohiladas, mediante pruebas de actividad enzimética durante distintos ciclos de

reutilizacion.
En la figura 18 se puede observar la actividad normalizada de la pepsina inmovilizada en

donde se muestra que después de cuatro ciclos de reutilizacion, la enzima pepsina

inmovilizada retenia alrededor del 20% de su actividad enzimatica inicial. Esta estabilidad de
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la enzima inmovilizada después de varios ciclos de reutilizacién podria ser ventajosa para
aplicaciones industriales y médicas, tales como biosensores. Esta actividad es mejor a algunos
otros resultados publicados de enzimas inmovilizadas [98,99]. Por otra parte, se ha reportado
que la disminucién de la actividad enzimética en las enzimas inmovilizadas después de varios
ciclos de reutilizacién pudria estar relacionada con el desprendimiento de moléculas
enzimadticas que no se inmovilizaron adecuadamente en la membrana de nanofibras de PVA
durante el proceso de reticulacién, sino que sélo se incorporaron fisicamente en la matriz

polimérica [80,85,88,92,].
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Figura 18: Actividad normalizada después de varios ciclos de reutilizacién
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8.4.1.4 Efecto del tiempo de almacenamiento en la actividad de la enzima
inmovilizada

De igual manera en esta tesis se reporta la reusabilidad de las fibras con enzima inmovilizada,
la cual fue puesta a prueba durante diferentes periodos de almacenamiento. Para realizar este
procedimiento se tomaron intervalos de tiempo de una a seis horas en la que la fibra fue
guardadas para posterior mente medir su actividad enzimdtica en el tiempo seialado
anteriormente, una vez terminado el periodo de tiempo sefialado las fibras fueron almacenadas
y posteriormente fueron mediadas de 1 a 14 dias. Como se muestra en la figura 19, en las
primeras 6 horas se muestra un descenso lineal en la actividad enzimaética de las fibras, mientras

que la actividad permaneci6 constante con el paso de los dias.

Es importante resaltar que la pepsina inmovilizada conserva alrededor del 30% de su actividad
inicial después de 14 dias de almacenamiento. Los enlaces intermoleculares entre la pepsina y
las nanofibras de PV A, formados por la reaccion de reticulacion con GAvt, tienen aparentemente
un efecto positivo durante el tiempo de almacenamiento sobre el comportamiento catalitico de

la papaina inmovilizada [85,99].
Esto demuestra que las fibras pueden ser utilizadas en la industria bajo distintos tiempos de

almacenamiento, asi como también, son capaces de mantener su actividad enzimatica conforme

va trascurriendo el tiempo de almacenamiento.
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Figura 19: Tiempo de almacenamiento de las fibras encapsuladas
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9. Conclusiones

Si es posible la inmovilizacién de la enzima pepsina en nanofibras poliméricas mediante
la técnica de electrohilado.

Se establecieron las condiciones Optimas para el proceso de electrohilado

A medida que la concentracién de la enzima aumenta, aumentan los defectos en la
morfologia final de las fibras electrohiladas.

Se establecieron las concentraciones 6ptimas de enzima en la solucidn electrohilada para
potenciar tanto la carga enzimdtica como actividad de la enzima pepsina inmovilizada
en nanofibras poliméricas.

Es posible variar la cantidad de enzima inmovilizada en las fibras y seguir mostrando
actividad enzimaética.

Se comprobd la eficiencia del proceso de inmovilizacién mediante exposicién a
glutaraldehido para mantener la actividad de la enzima pepsina a diferentes niveles de
pH, demostrando que el pH 3 es el 6ptimo coincidiendo con lo reportado en la literatura.
Se establecieron que el tiempo entrecruzamiento de 1 hora era el adecuado para obtener
una actividad enzimética 6ptima de la enzima inmovilizada y al mismo tiempo conservar
una adecuada morfologia libre de defectos.

Se demostrd que es posible la reutilizacién de la fibra con la enzima después de varios
ciclos de reuso.

Al igual que se demostrd la viabilidad de las fibras después de diferentes periodos de

almacenamiento.
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9.1 Comentarios finales

En el desarrollo de este trabajo se establecieron las bases principales para utilizar el electrohilado
como método de inmovilizacion de la enzima pepsina. En este sentido, la tecnologia enzimatica
tiene como objetivo superar aquellos inconvenientes que puedan retrasar la aplicacion de las
enzimas en procesos a escala industrial. Esta drea tiene aplicaciones desde tiempos remotos, y
actualmente se utiliza en diferentes industrias, ya que implica la utilizaciéon de sistemas
enzimadticos diversos que optimizan el procesamiento en la obtencion de detergente, aditivos
alimenticios, productos quimicos y farmacéuticos. La tecnologia enzimdtica se presenta como
alternativa biotecnoldgica para que las industrias desarrollen productos de calidad homogénea,
aprovechen éptimamente sus materias primas, aceleren sus procesos de produccién y minimicen
desperdicios.

Como trabajo futuro, en nuestro grupo de investigacion se buscard trabajar con algunas otras
enzimas de la familia de las proteasas, asi como la utilizacién de algin sustrato que sea 6ptimo
para la realizacién de electrohilado; asi como también obtener nanofibras, esferas u obtencion
de elastomeros para analizar el comportamiento de su actividad o poderlo utilizar como método
de liberacién. Por ultimo, se buscard utilizar la enzima pepsina inmovilizada en nanofibras
poliméricas de polivinilalcohol (PVA) en alguna aplicacién biotecnoldgica concreta, tal y como

biosensores y sistemas de liberacion controlada de proteinas.
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