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RESUMEN

En el presente trabajo se establece un protocolo para la inmovilizacién de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), el cual puede ser utilizado para integrar dicho elemento biol6gico a un
electrodo para la medicidn de pesticidas. Se evalia una metodologia para la fijacién de la enzima en una
matriz de poli(alcohol vinilico) (PVA), utilizando benzoato de sodio como agente entrecruzante. Esto se
Ilevo a cabo por medio de la caracterizacion del proceso de entrecruzamiento del PVA, al irradiar con luz
ultravioleta peliculas de este polimero a 5, 15, 30, 60, y 120 segundos. La formacién de la matriz se
evidencié por medio de técnicas como FTIR, DSC y TGA. De igual forma, se evalud la actividad
enzimatica de la enzima AChE soluble y atrapada en la matriz de PVA, por medio del valor de la
velocidad inicial de reaccién. Se estableci6 que el tiempo 6ptimo de entrecruzamiento del PVA es de 60
segundos de exposicion a luz ultravioleta. Se evidencia actividad enzimatica de la AChE atrapada en la
matriz de PVA.

Palabras claves: Biosensor, acetilcolinesterasa, poli(alcohol vinilico), benzoato de sodio,
entrecruzamiento.

ABSTRACT

In this work, we have established a methodology for the immobilization of the acetyl cholin
esterase (AChE) enzyme, which could be used for the development of biosensors to measure pesticides. It
is evaluated a methodology to fix the acetyl cholin esterase (AChE) enzyme in a polyvinyl alcohol (PVA)
matrix, using sodium benzoate as crosslinking agent. This was reached by irradiating PVA films for 5, 15,
30, 60, and 120 seconds with UV light and quantifying the crosslinking process. The matrix formation
was studied using techniques as FITR, DSC and TGA. Moreover, the enzymatic activity of the soluble
and trapped AChE enzyme was measured using the value of the initial reaction rate. The optimal time of
crosslinking the PVA was found within 60 seconds of exposure to UV light. The enzymatic activity of the
AChE trapped in the PVA matrix was verified.

Keywords: Biosensor, acetylcholinesterase, polyvinyl alcohol, sodium benzoate, crosslinking.

INTRODUCCION

A raiz de la creciente demanda mundial de cultivos para suplir el mercado alimenticio, se ha
incrementado el uso de agroquimicos, para mejorar la produccion agricola [1]. Los clorpirifos (O,
O-dietil O-3,5,6-trichloropyridin—2—il fosforotioato) pertenecen al grupo de pesticidas
organofosforados usado en Costa Rica. Al tener gran persistencia y toxicidad en suelos, estos
compuestos provocan la contaminacion de mantos acuiferos por medio de su infiltracion a capas
inferiores de terreno, producto de lluvias o del mismo riego en las plantaciones [2]. La exposicion

constante a este quimico llega a afectar el sistema nervioso central (Colovic et al., 2013).

Los biosensores basados en enzimas colinesterasas (ChEs) han emergido como un sistema de
monitoreo de toxinas para el sector ambiental, agricola, alimenticio, entre otros [4]-[6]. Esto se
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debe no solo a su gran sensibilidad y selectividad, sino también al ser una opcion mas répida y
barata que los procedimientos de laboratorio convencionales como HPLC-MS [7].

Un biosensor es un dispositivo capaz de realizar cualquier tarea que involucre procesos
analiticos, como diagndsticos médicos, descubrimiento de nuevos medicamentos, seguridad
alimenticia, procesos de control, monitoreo del medio ambiente, entre otros [8]. La relacion costo—-
efectividad de los diferentes métodos analiticos ha incrementado el interés en la investigacion en el
area de los biosensores en las ultimas dos décadas. La selectividad y sensibilidad en el sistema se
debe al bioreceptor acoplado al transductor, el cual se encarga de transformar la sefial generada por

el analito en una sefal electrénica que es amplificada por un circuito detector [9].

Un paso determinante en el desarrollo de un biosensor enzimatico es la unién estable de la
enzima en la superficie del electrodo. Existen diversas estrategias para el anclaje de ChEs como
adsorcién fisica, monocapas autoensambladas (de sus siglas en inglés SAM), acoplamiento
covalente, inmovilizacién orientada por medio de marcadores de afinidad y atrapamiento fisico.
[10]-[12]. La medicidn de la actividad enzimatica se realiza mediante la cuantificacion del consumo
de sustrato o formacion de producto en funcién del tiempo: El ensayo enzimatico continuo mide el

proceso de reaccion mientras este ocurre y puede ser cuantificado inmediatamente [13].

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero hidrofilo semicristalino producto de la
polimerizacion de mondémeros de acetato de vinilo a poli(acetato de vinilo) (PVAc), seguido de la
hidrolisis del PVAc en PVA. Este polimero es utilizado como soporte para la fijacién de diversas
enzimas, gracias a sus propiedades no tdxicas, su resistencia quimica y biocompatibilidad. Los
grupos hidroxilo actian como sitios para la formacion de enlaces covalentes entre cadenas
adyacentes, proceso que permite la formacion de membranas e hidrogeles [14], [15].

En este trabajo se estudia el entrecruzamiento del polivinil alcohol (PVA) por medio de la
irradiacién con luz ultravioleta como estrategias para el anclaje de AChE utilizando benzoato de
sodio como fotocatalizador [16]. Se confirma la reaccion por medio de diversas técnicas y se
confirmar la actividad de la enzima mediante estudios enzimaticos. Esta estrategia permitiria

producir biosensores para aplicaciones ambientales.

PARTE EXPERIMENTAL
Reactivos. El benzoato de sodio utilizado, se adquirié en la casa comercial Merck. El
poli(alcohol vinilico), de peso molecular 89.000-98.000 g/mol, 99% hidrolizado, el reactivo de
Ellman, la enzima acetilcolinesterasa (AChE) extraida de anguila eléctrica, el sustrato cloruro de
acetiltiocolina (ATCh), la N-acetilcisteina, el acetato de sodio, el trisaminometano fueron

adquiridos en Sigma—Aldrich.
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Instrumentos. Para la caracterizacion del poli(alcohol vinilico) se realiz6 un anélisis de
espectrometria infrarroja utilizando el equipo Nicolet 380 de Thermo Scientific y un SDT Q600 de
TA Instruments para el analisis de calorimetria diferencial de barrido y de termogravimetria. Para la
irradiacion de las muestras se empled una lampara ultravioleta Labino MPXL 35W UV (H135TL),
con longitud de onda de 365 nm. El espectrofotdmetro Evolution 201-UV—Visible de Thermo
Scientific fue utilizado para medir la actividad enzimética del sistema.

Preparacion polivinilalcohol con benzoato de sodio (PVA:BS). Se prepar6 una disolucion
de poli(vinil alcohol) (PVA) al 10% (m/m). Posteriormente, se elabord una disolucién de benzoato
de sodio a 70 mM en amortiguador Britto—Robinson a pH 7.5, la cual fue mezclada en una
proporcion 1:1 con el PVA. La concentracion final del PVA:BS fue de 5%. Se almaceno en una
botella ambar a 4°C.

Preparacion de la pelicula de PVA:BS. Para la preparacion de las peliculas se tomaron
alicuotas de 1 mL de la disolucién de PVA:BS preparada anteriormente, se vertieron en placas Petri
de 55 mm de didmetro y se secaron durante 2 horas en una estufa a 50°C. Una vez secas, las
peliculas se removieron de las placas y se procedio a la irradiacion con luz ultravioleta en aire a
24°C, empleando una lampara germicida de 35 W con una longitud de onda de 365 nm, durante
distintos tiempos: 0, 5, 15, 30, 60 y 120 segundos.

Analisis por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). Las
peliculas de PVA:BS se analizaron por medio de espectroscopia infrarroja transformada de Fourier
(FTIR), empleando el equipo NICOLET 380. La lectura se realiz6 utilizando el programa OMNIC®
(Thermo Scientific) con 32 escaneos y empleando 1 cm™ de resolucién. Los espectros se
normalizaron con el valor de la absorcién de la banda perteneciente al intervalo 2.912 cm™, la cual
corresponde a la vibracion por estiramiento del grupo CHy, tipica del PVA.

Analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC) y termogravimetria (TGA). Se
empled el equipo SDT Q600 al cual se le colocaron entre 3,5 a 4 mg de muestra y se realizd un
calentamiento hasta los 400°C con una velocidad de calentamiento de 10°C/minuto y a un flujo de
nitrogeno de 20 mL/min. Los datos obtenidos se analizaron por medio del programa TA Universal
Analysis.

Preparacion de la Matriz PVA:BS/AChE. Se resuspendi6 la enzima AChE en
amortiguador 20 mM de Tris—HCI a pH 7,5, segun las especificaciones del fabricante. La matriz
para el entrampamiento fisico se prepar6 mezclando el polimero PVA:BS al 5% descrito
anteriormente y la disolucion enzimatica de AChE con una relacion 1:1 (v/v). Tanto la enzima
como la mezcla fueron almacenadas a —20°C hasta su uso.

Fijacion de la matriz PVA:BS/AChE en polimida, entrampamiento fisico. La fijacion

del sistema se realizo sobre polimida, dicho material es util como soporte en la fabricacion de
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electrodos flexibles. La lamina de poliimida se limpié con isopropanol y se sec6 en una estufa a
40°C durante 10 minutos. A esta se le agregaron 2 uL de la disolucion PVA:BS/AChE y se
liofilizaron por al menos 4 horas. La concentracion final de enzima se ajusté a 200 mU. Una vez
listas las muestras, se irradiaron con luz ultravioleta durante 60 segundos, mediante el
procedimiento descrito anteriormente. Luego de esto, se almacenaron a 4°C.

Método de Ellman (Ellman et al. 1961). Se prepar6 una disolucion madre del reactivo
DTNB utilizando una concentracién final de 50 mM de acetato de sodio y 2 mM de DTNB en agua
grado biologia molecular, y se mantuvo en refrigeracion. Seguidamente, se prepar6 una disolucion
tampdn de Tris con una concentracion final de 1 M a pH 8. Se realiz6 una curva de calibracion
estandar de sulfidrilos (SH) empleando N-acetilcisteina, utilizando las siguientes concentraciones:
10, 50, 100, 150, 200, 250, y 500 uM. El reactivo de trabajo DTNB se preparo afiadiendo 75 pL de
la disolucion madre de DTNB, 150 uL de la disolucion Tris y 1.260 uL de agua grado biologia
molecular, para un volumen final de 1500 pL al afiadir 15 uL de muestra. Posteriormente, se mezcld
la disolucién con cuidado y se colocé en la cubeta del espectrofotometro UV para tomar la
medicion del blanco. Se afiadieron 15 uL de la muestra en 1.485 uL del reactivo DTNB, se mezcld
cuidadosamente y se procedid a la lectura a 412 nm. La preparacion de los reactivos se realizd
diariamente.

Mediciones enzimaticas. Las mediciones enzimaticas fueron realizadas tanto para AChE
soluble como en el tratamiento de entrampamiento fisico. Se preparé una disolucién madre de 0,1
M de cloruro de acetiltiocolina (ATCh) en amortiguador de 20 mM de Tris—HCl a pH 7,5, la cual
fue utilizada como sustrato para la reaccién enzimatica.

Se utilizaron 200 mU de AChE en tampén 20 mM Tris—HCIl a pH 7,5 y 200 uM ATCh
como sustrato. Esta reaccion se llevo a cabo en 5 mL de amortiguador de 0,1 M fosfato de sodio a
pH 7,5, con agitacion constante y a una temperatura de 37°C. Se tomaron muestras puntuales de 15
uL durante el tiempo de reaccion y se realizo la medicion de la actividad enzimatica mediante el
protocolo de Ellman descrito anteriormente. Los valores de absorbancia fueron convertidos a
concentracion de producto por medio de la ecuacion lineal producto de la curva de calibracion. Esta
medicion se realiz6 por triplicado.

Para esta medicion se utilizé la matriz de PVA:BS/AChE mencionada anteriormente, luego
de un dia de almacenaje a 4°C. La concentracion final de AChE fue de 200 mU y 200 uM de ATCh
como sustrato. Esta reaccion se llevo a cabo en 5 mL de tampdn de 0,1 M fosfato de sodio a pH 7,5,
con agitacion constante y a una temperatura de 37°C. La toma de muestra, medicion enzimatica y
conversion de los datos se realizaron igual que en el sistema de enzima soluble previamente
descrito. Esta medicion se realizé por duplicado.

Para esta medicion se utilizé la matriz de PVA:BS/AChE mencionada anteriormente, luego
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de 4 dias de almacenaje a 4°C. La concentracion de final de AChE fue de 200 mU y 200 uM de
ATCh como sustrato. Esta reaccion se llevo a cabo en 5 mL de amortiguador de 0,1 M fosfato de
sodio a pH 7,5, con agitacion constante y a una temperatura de 37°C. La toma de muestra, medicion
enzimatica y conversion de los datos se realizaron igual que en el sistema de enzima soluble. Esta

medicién se realizé por duplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis por espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR) de la matriz de
PVA:BS. El material fue caracterizado por metodos espectrofotométricos y las bandas
caracteristicas se reportan en el cuadro 1. Se eligieron las bandas 947, 1.335 y 1.065 cm* para el
andlisis de tendencias (Tabla 2), ya que las bandas restantes no presentan un comportamiento

asociado al entrecruzamiento del polimero.

Tabla 1. Cuadro resumen de las vibraciones observadas en las muestras de PVA:BS
irradiadas con luz ultravioleta.

Ntmero Descripcion aproximada de las
Muestra de onda P . p_ Referencia
1 vibraciones
(cm™)

Anicuta et al. 2010;
2912 Estiramiento simétrico del grupo CH, | Miranda et al. 2001;
Shehap, 2008

Grupo = CH,, abertura del anillo del
benzoato de sodio

Estiramiento del anidn carboxilato .
1.553 L ] Miranda et al. 2001
asimétrico del benzoato de sodio

947 Miranda et al. 2001

Poli(alcohol
vinilico) con| 1.596
benzoato de
sodio
(PVA:BS)

Vibraciones de tencion del grupo C=C

asociado al anillo de benzoato Miranda et al. 2001

Fonseca et al. 2006;
1.429 Estiramiento del grupo —-OH Miranda et al. 2001,
Shehap, 2008

Anicuta et al. 2010;

1.335 Estiramiento del grupo —OH Miranda et al. 2001
Dias et al. 2011;

1.065 Estiramiento del enlace C-0O. Mansur et al. 2008;

Miranda et al. 2001

1.398 Estiramiento del enlace C—H. Miranda et al. 2001

La Tabla 1 muestra las bandas encontradas en el analisis del entrecruzamiento del polimero

PVA utilizando benzoato de sodio como agente entrecruzante. La banda encontrada a 2.912 cm™,
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correspondiente al estiramiento simétrico del grupo CH, tipico del PVA, es utilizada para
normalizar los datos de las intensidades de las otras bandas, esto debido a que no es afectada por
otros grupos y se mantiene constante para todas las muestras [18,19].

Diversos autores como Anicuta et al. (2010), Fonseca et al. (2006), Shehap (2008) y
Miranda et al. (2001) reportan la presencia de bandas tipicas del PVA a longitudes de onda 1.335y
1.429 cm™, pertenecientes a la vibracién del grupo hidroxilo (O—H). También se sefiala la banda a
1.398 cm*, correspondiente al estiramiento del enlace C—H. Estos resultados concuerdan con las

bandas obtenidas en el andlisis del entrecruzamiento de las matrices PVA:BS.

Se confirma la presencia de la banda a 947 cm™ correspondiente al grupo = CH, producto
de la abertura del anillo del benzoato de sodio, la banda 1.553 cm™ debido al estiramiento
asimétrico del grupo carboxilato y la banda 1596 cm ™ producto de la vibracién de tencién del grupo

C = C asociado al anillo del benzoato (Miranda et al. 2001).

Tabla 2. Relaciones de los valores de las intensidades de las bandas encontradas

en muestras de PVA:BS, normalizadas con la absorbancia de la banda 2.912 cm™.

Tiempo de irradiacion Bandas polivinil alcohol (PVA) (cm‘l)
Muestras

UV (+1s) 947 1.335 1.065

Control 0 0.80 0,20 0,00
1 5 1.20 0,30 4,43

3 30 1.95 0,26 6,66

4 60 3.99 0,19 11,99

5 120 1.11 0,19 5,37

En este caso, los radicales libres producto de la fotolisis del benzoato de sodio pueden
abstraer un &tomo de hidrégeno terciario de la cadena del PVA; permitiendo asi la formacién de un
enlace covalente con los grupos hidroxilo para formar enlaces entre las cadenas poliméricas [19],
[23]. El estudio de las bandas asociadas al benzoato de sodio refleja un cambio en la estructura por
la accién de la luz ultravioleta. La tendencia de la banda 947 cm™, presente en la Figura 1, muestra
que el tiempo donde ocurre una mayor abertura del anillo del benzoato de sodio, y por ende una
mayor formacion de radicales libres que promueven un proceso de entrecruzamiento [16], es a los
60 segundos de exposicion a luz ultravioleta.

El proceso de entrecruzamiento del PVA esta asociado con la disminucion de la intensidad

de las bandas asociadas a grupos hidroxilo; asi mismo, deben se aprecia un incremento en las

220 Rev. Iberoam. Polimeros y Materiales, 18(4), 215-228(2017)



Rev. Iberoam. Polimeros y Materiales Volumen 18(4), Julio de 2017
Quesada—Montero et al, Fijacion enzimas en matriz de PV.A entrecruzado

intensidades de las bandas pertenecientes a enlaces C—O. Dicho proceso es similar aunque los
entrecruzantes utilizados sean distintos, lo cual permite una comparacion con sistemas quimicos y

métodos de irradiacién con luz ultravioleta [17-19, 22].

Intensidd Mormalizada (&.1)

] 25 a0 75 100 125

Tiempo de irradiacién (5)

Figura 1. Tendencia de la intensidad normalizada de distintas bandas,
resultantes del analisis por medio de FTIR del PVA:BS, asociada con el tiempo de
exposicion a luz ultravioleta. (a) Banda 947 cm™ (A), (b) Banda 1.335 cm™ () y
(c) Banda 1.065 cm™ (m).

Las bandas a 1.335 y 1.065 cm*, producto de la vibracion del grupo hidroxilo (O—H) y el
estiramiento del enlace C-O, respectivamente, muestran el comportamiento descrito (Figura
1.B.C.). Por medio del anélisis de estas bandas, se deduce que exponer durante 60 segundos una
matriz de PVA con benzoato de sodio a luz ultravioleta genera un proceso de entrecruzamiento.

Los gréficos de tendencias presentes en la Figura 1 indican que hay un punto de inflexion
referente a la intensidad de las bandas a los 60 segundos de exposicién a luz ultravioleta. De igual
forma, se resalta el hecho de que la banda 1.065 cm™ aparece en las muestras de PVA:BS hasta que
se da la irradiacion con luz ultravioleta.

Analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC) de la matriz de PVA:BS. Se
determinaron las temperaturas de fusion para las muestras de PVA:BS irradiadas a diferentes
tiempos con luz ultravioleta (ver Tabla 3). La temperatura de fusion se mantiene constante a lo

largo del proceso de fusion para todas las muestras (Figura 2).
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Tabla 3. Temperatura de fusion para muestras de PVA:BS expuestas a diferentes tiempos a

luz ultra violeta.

Muestra Tiempo de irradiacién | Temperatura de fusion
UV (+15s) (+0.1°C)
Control 0 200.4
2 15 200.1
3 30 200.5
4 60 200.4
120
092—““"';14#; T TH"““RE
“\""‘-. \‘\_\
—— SO
—~~ AN N
B o064l e g
2 \\
s T
g NS ~.
S 0361
oos T 3o
—— 60s
——— Control
020 T T T T T T
100 120 140 160 180 200 220 240

Exo Up

Temperatura (°C)

Universal V4.54 TA Instruments

Figura 2. Tendencia de fusion de los graficos de DSC para muestras de PVA:BS expuestas a
diferentes tiempos a luz ultravioleta control (linea sélida), 15 segundos (linea raya—punto), 30 segundos
(linea punteada) y 60 segundos (linea rayada).

El analisis de DSC para las muestras de PVA permite generar informacién de la temperatura

de fusién (T¢) y la entalpia del proceso. Siendo de interés para el analisis del proceso de

entrecruzamiento del PVA solamente la Ty.

En el presente estudio, se reporta una temperatura de fusion para la muestra de PVA sin

irradiacién de 200°C (Tabla 3). Diversos autores muestran que esta temperatura puede fluctuar entre

un rango de 200 a 225°C [14,24,25], lo cual depende de factores como la configuracion y material

del crisol para el analisis de la muestra, la atmdsfera, velocidad de calentamiento, entre otros. Segun

Koo y colaboradores (2011), el grado de hidrdlisis del PVA afecta directamente en la temperatura
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de fusién, por lo cual pueden existir distintos valores [26].

Las temperaturas de fusion del PVA, presentes en la Figura 2, no reflejan cambios
significativos en las distintas muestras analizadas. Se reporta que las proporciones de mezcla del
PVA con otras sustancias afecta el valor de la T, provocando un aumento o disminucion de este
(El-Sayed et al. 2011; Guirguis & Moselhey, 2012 & Gupta et al. 2013). La concentracion de
benzoato de sodio agregado a todas las muestras de PVA es la misma, por lo cual la temperatura de
fusion no presenta cambios significativos.

Analisis por termogravimetria (TGA) de la matriz de PVA:BS. Se calculo la temperatura
inicial de descomposicion y el porcentaje de pérdida de masa para las muestras de PVA:BS
irradiadas a diferentes tiempos con luz ultravioleta. La temperatura inicial de descomposicion para
las muestras 3 y 4 aumenta respecto al control y a la muestra 2, esto se refleja en la Figura 3.
Ademas, se evidencia una mayor pérdida de masa durante el proceso de descomposicion del
material para las muestras 3 y 4, las cuales tuvieron las tasas mas altas de exposicion a luz

ultravioleta como se resume en la Tabla 4.

derivada de la masa (%/min)

100 200 300 400
Tempera[ura (u C) Universal V4.5A TA Instruments

Figura 3. Derivada del proceso de degradacion térmica de las muestras de PVA:BS
expuestas a diferentes tiempos a luz ultravioleta control (linea s6lida), 15 segundos (linea
raya—punto), 30 segundos (linea punteada) y 60 segundos (linea rayada).

El andlisis termogravimétrico concuerda con el mecanismo de degradacién de dos pasos,
descrito en la literatura. EI primer paso referente a la pérdida de masa en un rango inferior a 100°C
se debe a la eliminacion de agua en las muestras [27,28]. El segundo proceso de descomposicion
presente en la Figura 3, ubicado entre 230 y 350°C, indica degradacion quimica del polimero por la
ruptura de los enlaces carbdn—carbon de su estructura polimérica [14,17,25,28,29].
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Tabla 4. Temperatura inicial de descomposicion y porcentaje de pérdida de

masa para muestras de PVA:BS, expuestas a diferentes tiempos a luz ultravioleta.

Tiempo de Ten_wp_er_atura de Porcentaje de masa
i o inicial de .
Muestra irradiacion UV descomposicion perdido
0,
(+1s) (0,1°C) (+0,1%)
Control 0 235,1 20,9
2 15 236,0 27,1
3 30 248,0 30,5
4 60 249,0 30,2

La temperatura inicial de descomposicion puede ser utilizada como un indicador del proceso de
entrecruzamiento que sufren los polimeros. El valor de esta temperatura se desplaza a campos
mayores conforme el polimero sufre un proceso de entrecruzamiento, esto debido a la formacion de
enlaces entre sus cadenas [30-32].

Los resultados de la temperatura inicial de descomposicion presentes en la Tabla 4 y la

Figura 3, muestran un comportamiento similar al establecido anteriormente. La temperatura inicial
de descomposicion de la muestra con mayor tiempo de exposicién a luz ultravioleta (60 segundos)
incrementa en 10°C aproximadamente (248°C), con respecto a la muestra sin irradiar (235,12°C).
Esto confirma los resultados obtenidos por FTIR, en donde exponer durante 60 segundos a luz UV
las muestras de PVA:BS promueve un proceso de entrecruzamiento. Kenawy et al. (2014) reporta
que el PVA entrecruzado puede llegar a tener una temperatura inicial de descomposicion de 261 °C,
por lo que el grado de entrecruzamiento con benzoato de sodio no es alto [33].
La estabilidad térmica que adquiere el PVA cuando es entrecruzado no solo genera que su
temperatura de descomposicion se desplace a campos mayores, también promueve que la pérdida de
masa asociada a este proceso sea menor. Esto se ha reportado tanto en procesos de entrecruzamiento
de PVA como en mezclas de dicho polimero con otras sustancias [17], [25], [34]. En la Figura 4 se
encuentra la tendencia de pérdida de masa de las muestras de PVA, la cual muestra que a mayor
tiempo de irradiacion la pérdida de masa incrementa. Esto puede deberse a un proceso bajo de
entrecruzamiento, ya que no promueve gran estabilidad térmica al polimero; sin embargo, no se
puede concluir sobre este proceso por medio del analisis de la tendencia de pérdida de masa.

Actividad enzimatica de la acetilcolinesterasa. En la Figura 6 se observan las graficas de
actividad enzimética resultantes de los tres sistemas analizados: AChE soluble, matriz
PVA:BS/AChE y matriz PVA:BS/AChE almacenaje. La produccion de TCh alcanza su fase

estacionaria a partir de los 30 minutos aproximadamente, por lo cual se detiene el proceso de
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medicion. La fase lineal de los tres sistemas se encuentra antes de que se produzcan 200 uM de
TCh.

Se obtuvo la velocidad inicial de reaccion mediante el valor de la pendiente de la ecuacion
lineal, asociada con el proceso de produccion de TCh. En la Figura 7 se muestran las pendientes de
los sistemas AChE soluble, matriz PVA:BS/AChE y matriz PVA:BS/AChE almacenaje;
evidenciandose diferencias entre los tres sistemas. El sistema AChE soluble tiene la velocidad
inicial de reaccion mayor con 19.4 uM/min, en comparacion con los sistemas restantes (Cuadro 6).

300

250

N
o
o

AChE soluble

150 === Matriz PVA:BS/AChE

100
== Matriz PVA:BS/AChE
almacenaje

Concentracion TCh (uM)

50

-50
Tiempo (min)

Figura 4. Curva de actividad enzimatica promedio para el sistema de AChE
soluble (=), matriz PVA:BS/AChE (A) y matriz PVA:BS/AChE almacenaje (¢). La
zona lineal de los tres sistemas se encuentra por debajo de la linea roja.

200

150

100

50

Concentracion TCh (uM)

14 16

-50

Tiempo (min)

Figura 5. Pendiente de la fase lineal para la produccién de
TCh, asociada a los sistemas AChE soluble (-), matriz
PVA:BS/AChE (A) y matriz PVA:BS/AChE almacenaje (¢).
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Dependiendo del método de inmovilizacién, las enzimas pueden presentar un aumento o
disminucion de su actividad enzimatica. Meyer (2007) comprueba que la inmovilizacién de enzimas
por medio de adsorcion superficial mejora la actividad enzimética, mientras que el atrapamiento
fisico la disminuye [12]; de igual forma, Zhan et al. (2013) reporta que la utilizacion de PVA como
matriz de inmovilizacion disminuye la actividad enzimatica, pero permite la reutilizacion del
complejo enzimatico y mejora propiedades térmicas y de almacenaje [35].

Las mediciones enzimaticas para los distintos sistemas se llevaron a cabo bajo los mismos
pardmetros experimentales, con el fin de evaluar el efecto de la matriz de PVA:BS sobre la enzima
AChE. Los resultados presentes en el Tabla 5 revelan una disminucion en la velocidad inicial de
reacciéon cuando se inmoviliza la enzima en la matriz PVA:BS. Esto se explica dado que el PVA
minimiza la difusion del sustrato hacia la enzima, lo que afecta directamente la rapidez de la
reaccion [7,10,36].

Tabla 5. Velocidad inicial de reaccion para el sistema de
AChE soluble, matriz PVA:BS/AChE y matriz PVA:BS/AChE

almacenaje.
Muestra Velocidad de reaccion (¢M/min)
AChE soluble 194+14
Matriz PVA:BS/AChE 121+24
Matriz PVA:BS/AChE almacenaje 8,48 +0,1

Otro factor que puede estar asociado con la disminucion de la velocidad inicial de reaccion
es el proceso de entrecruzamiento de la matriz de PVA:BS. Segun la metodologia propuesta, el
PVA debe ser irradiado con luz ultravioleta para promover la formacidn de nuevos enlaces entre sus
cadenas. Diversos autores aseguran que las colinesterasas pueden sufrir procesos de inactivacion al
irradiarse con luz ultravioleta, lo que afecta su actividad enzimatica; asi mismo, el proceso de
entrecruzamiento genera radicales libres que pueden provocar estrés oxidativo [37-39].

Finalmente se observa una pérdida de la actividad enzimatica cuando el sistema
PVA:BS/AChE es almacenado durante 4 dias a 4°C, lo cual se ve reflejado en la disminucién de la
velocidad de reaccion en comparacion con el sistema PVA:BS/AChE (Tabla 6). Bonnet et al.
(2003) reporta que los biosensores de AChE acoplados a una matriz de PVA presentan buena
estabilidad de almacenaje, con una pérdida minima de su actividad enzimatica luego de 50 dias
[40]. Como se menciona anteriormente, en este ensayo, el grado de entrecruzamiento del PVA
parece ser bajo, por lo cual se recomienda incrementar este proceso, pues se asocia directamente

con la estabilidad de almacenaje de las enzimas acopladas [41].
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
En este trabajo se logra fijar la enzima AChE en una matriz entrecruzada de PVA al emplear
benzoato de sodio como fotocatalizador y luz ultravioleta. Se evidencia una disminucion en la
actividad enzimatica al estar fijada en la matriz PVA:BS, sin embargo, se demuestra que la enzima
se mantiene activa incluso luego del proceso de fijacion. Se recomienda continuar con los estudios

enzimaticos que permitan aplicar este conocimiento en sistemas de deteccion ambientales.
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