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GLOSARIO

Angiotensina: Es un polipéptido que se encuentra en la sangre y que causa vasoconstriccion
(disminucion de la luz de las arteriolas), lo que provoca un aumento de la presion sanguinea. El
control de la presion arterial se hace a través de una cascada de eventos bioquimicos: la forma-
cién de angiotensina |, que, a su vez desencadena la formacion de angiotensina Il (Ang 1) y final-
mente, produccidn de aldosterona. La sobre estimulacidon con angiotensina Il estd implicada en
la inflamacién, disfuncién endotelial y cambios estructurales y mecanicos en las paredes de los
Vasos sanguineos.

Trametes versicolor: Es una especie de hongos no comestibles que se desarrolla en bosques
templados sobre madera muerta. Contienen alto contenido de flavonoles que les confiere po-
tencial terapéutico y antioxidante.



2 RESUMEN

En el presente trabajo se sintetizé poli(epicatequina) por reaccion enzimatica con lacasa.
El resultado de esta polimerizacién con base en epicatequina se caracterizd por espec-
troscopia infrarroja por transformada de Fourier en modalidad de reflectancia total ate-
nuada (ATR-FTIR), espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis), calorimetria diferencial
de barrido (DSC) y analisis termogravimétrico (TGA). El procedimiento experimental pro-
puesto permitid la conversién de epicatequina a poli(epicatequina), lo cual se confirmd
por la aparicién de bandas caracteristicas de la forma polimérica de los flavonoides en
los espectros UV-Vis y ATR-FITR, la cual muestra propiedades antioxidantes mayores a
la de la epicatequina, pero menor estabilidad térmica a altas temperaturas. Se planted
un disefio de experimentos factorial fraccionado 2> para el electrohilado de fibras de
poli(epicatequina) con poli(e-caprolactona), utilizando 2,2,2-trifluoroetanol, diclorome-
tano y N, N-dimetilformamida como disolventes. A partir de los resultados de este ex-
perimento, tomando en cuenta los parametros que generaron las mejores fibras y lo
reportado en la literatura, se realizé un nuevo disefio de experimentos. En ambas oca-
siones se realizd un estudio cualitativo de los defectos de superficie de las fibras me-
diante microscopia éptica. Al analizar las micrografias obtenidas, se constato la viabili-
dad de pardmetros como la tasa de flujo, proporciones entre polimeros y disolventes,
diferencial de potencial y distancia aguja-colector que permiten la obtencidn de fibras
lisas. En virtud de esto, se podria vislumbrar el electrohilado de fibras de poli(epicate-
quina) para aplicaciones cardiovasculares.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Sintesis de poli(epicatequina) de una reaccidn catalizada con lacasa y con el monémero
de epicatequina, para posteriormente evaluar su viabilidad en la técnica de electrohi-
lado.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Sintesis de poli(epicatequina) mediante reaccién enzimatica.

e Caracterizacion del polimero obtenido por las técnicas de FTIR, UV-Vis, DSC y
TGA.

e Obtener las diferencias de actividad antioxidante entre la epicatequina y la
poli(epicatequina) por el método ABTS.

e Realizar un disefio de experimentos factorial fraccionado 2°2 para obtener las
proporciones entre polimeros y solventes, velocidad de flujo, diferencial de po-
tencial, distancia de la aguja al colector y el diametro de aguja adecuados para
la obtencion de fibras mediante electrohilado.



4 INTRODUCCION

Las civilizaciones antiguas utilizaban materiales naturales o sintéticos de origen no hu-
mano para la restauracion dental, el trasplante de huesos de animales a humanos, el
tratamiento de heridas y el control de infecciones quirurgicas. A partir de los afos se-
tenta, se empezaron a disefiar y desarrollar biomateriales complejos como metales y
ceramicos para aplicaciones ortopédicas y ortoddncicas, y polimeros para dispositivos
médicos flexibles [1].

El término polimero procede de las palabras griegas poliy meros, que significan “muchas
partes” [2]. Segun la definicidon de la IUPAC, un polimero es una sustancia compuesta
por moléculas caracterizadas por la repeticién multiple de una o mas especies de ato-
mos o grupos de atomos (unidades constitutivas repetitivas) unidas entre si en cantida-
des suficientes para proporcionar un conjunto de propiedades que no varian notable-
mente con la adicidon de una o varias unidades constitutivas repetitivas [3].

Los polimeros utilizados como biomateriales pueden ser naturales, sintéticos o hibridos.
Estos sistemas dominan el sector de dispositivos médicos avanzados, sistemas de admi-
nistracion de farmacos (DDS) y como herramientas clave para las novedosas tecnologias
de la medicina regenerativa y la ingenieria de tejidos blandos y duros [4], [5]

Gracias a los recientes conocimientos sobre los mecanismos implicados en enfermeda-
des cardiovasculares, neurodegenerativas, el cancer, los accidentes cerebrovasculares y
la diabetes, se estan evaluando modos de tratamiento mas eficaces [6]. Farmacos como
los inhibidores de los canales de calcio, de la enzima convertidora de la angiotensina y
de los receptores de la angiotensina Il (Ang Il) se han utilizado para el tratamiento de la
isqguemia miocardica y han demostrado ser efectivos, pero su eficacia para la prevencién
a largo plazo del infarto de miocardio en pacientes de alto riesgo siempre ha sido limi-
tada debido a sus reacciones adversas [7]. Recientemente, se ha prestado una atencién
creciente a la evaluacioén del potencial cardioprotector/cardiopreventivo de los produc-
tos naturales [8].

Los flavonoides son un grupo de sustancias naturales estructuralmente basadas en de-
rivados de un propil-benceno sustituido por fenilo con un esqueleto Cis [9], [10].

llustracion 1 Las estructuras quimicas de los flavonoides se basan en un esqueleto C;5 con un anillo cromano (anillo
A+C) que soporta el seqgundo anillo aromadtico (anillo B) [11].



La epicatequina (EC) pertenece a una subclase de flavonoides conocidos como moné-
meros de flavanol, y es un compuesto bioactivo de origen vegetal que se encuentra en
el cacao, el té verde, el té negro, los cacahuetes, las uvas, las bayas, la manzana y el
chocolate negro. La EC tiene una estructura quimica C6-C3-C6 formada por dos anillos
aromaticos (A y B) unidos por una cadena de tres carbonos, formando un heterociclo
oxigenado (anillo C) [12], [13].

OH
OH

HO O

MOH
OH

llustracion 2 Estructura quimica de la epicatequina [14].

Debido a sus propiedades antioxidantes, antimutagénicas, anticancerigenas, antimicro-
bianas, antiinflamatorias, antibacterianas y antiproliferativas, las catequinas se han uti-
lizado ampliamente en el tratamiento de numerosas enfermedades como el cancer, la
diabetes, la osteoartritis, los trastornos oculares y las enfermedades cardiovasculares
[15]-[17].

Numerosos estudios revelan que la hipertensién y la incidencia de enfermedades car-
diovasculares disminuyen en las personas que procuran dietas ricas en flavonoides [18].

Se han publicado estudios de tratamientos de epicatequina en ratas, los cuales demues-
tran reduccién de estrés oxidativo de tejido cardiaco, induccién del crecimiento fisiol4-
gico del corazdn, inhibicién de lesidn cardiaca inducida por isquemia miocardica y pro-
teccidn preventiva de esta; igualmente previene la hipertrofia cardiaca y reduce el ta-
mano del infarto por lesidon de isquemia-reperfusion. De igual manera, se ha reportado
gue confiere cardioproteccion en el caso de lesiones por isquemia-reperfusion, inhibe
el aumento anormal de cardiomiocitos inducido por Ang I, ejerce efectos protectores
enddgenos en la isquemia focal, reduce la disfuncidon endotelial y modifica la funcién
vascular; dando como resultado un efecto antihipertensivo.

Sin embargo, las aplicaciones clinicas de los flavonoides se ven limitadas por su inesta-
bilidad cuando se exponen a la luz, el calor y las condiciones basicas, su escasa biodis-
ponibilidad, su rapido metabolismo y su escasa permeabilidad a las membranas [19]. La
polimerizaciéon de flavonoides ha demostrado una mayor actividad antimicrobiana, una
mejor estabilidad térmica, una mayor actividad antioxidante, incluida la capacidad de
eliminacion de superoéxido, la inhibicion de la enzima xantina oxidasa (XO) y la peroxida-
cion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), en comparacién con el mondmero de
flavanol [16], [17], [19]—[22]. Los flavonoides poliméricos son polimeros del monémero
flavan-3-ol funcionalizado con multiples grupos aromaticos e hidroxilicos [23].



Existen varias técnicas de polimerizacién de flavonoides: polimerizacién enzimatica, fo-
topolimerizacidn, autocondensacién de flavonoides y polimerizacidn con un compuesto
reticulante [20].

La polimerizacidon enzimatica es un método novedoso y eficaz para sintetizar diversos
polimeros con estructuras controladas [24]. Dos grupos de enzimas, la lacasa y la per-
oxidasa, han sido analizados como catalizadores exitosos de la polimerizacién oxidativa
de derivados fendlicos, como la catequina, la rutina, la quercetina, el galato de (-)-epi-
galocatequina y la esculina [20]-[22], [25].

Las lacasas son glicoproteinas obtenidas de diferentes fuentes como plantas, actinomi-
cetos, hongos y bacterias. A menudo se presentan como isoenzimas que se oligomerizan
para formar complejos multiméricos con la reduccidn del oxigeno molecular a agua [26],
[27]. La lacasa facilita la o-hidroxilacidn de los polifenoles en o-difenoles y la oxidacidn
de los o-difenoles en o-quinonas [28]. Este proceso de oxidacion y acoplamiento sucesi-
vos de oligdmeros puede conducir a la formacién de polimeros de alto peso molecular
[25].

En los ultimos afios, la polimerizacién enzimatica ha cobrado relevancia para la sintesis
verde de polimeros, debido a su capacidad para ahorrar energia en los procesos de pro-
duccién y reducir la formacién de subproductos no deseados en condiciones poco agre-
sivas, ya que la reaccién es selectiva en gran medida. En general, una reaccién catalizada
por enzimas es mucho mas rdpida que una reaccién convencional, ya que reduce la ener-
gia de activacion [29], [30].

5 ANTECEDENTES

5.1 ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) comprende un grupo de trastornos cardiacos
y de los vasos sanguineos que incluyen, entre otros, enfermedades coronarias, cerebro-
vasculares, de insuficiencia cardiaca, congénitas, reumaticas, arteriales periféricas,
trombosis venosa profunda y embolia pulmonar [31].

A pesar de que en las ultimas décadas han existido notables avances en el tratamiento
de las enfermedades de las arterias coronarias y del infarto agudo del miocardio adn
siguen siendo la causa mas comun de insuficiencia cardiaca.

Los factores que contribuyen a la patogénesis del desarrollo de la insuficiencia cardiaca
en el momento de la hospitalizacién del infarto de miocardio son: necrosis y aturdi-
miento miocdardico, asi como complicaciones mecanicas debido a la ruptura del mdsculo
papilar, comunicacion interventricular y rotura de pared libre ventricular. A los 30 min
de la isquemia, se presentan cambios estructurales de los cardiomiocitos y edema, des-
pués de 3 horas existe una muerte de los miocitos. La respuesta inflamatoria a la muerte
de miocitos también contribuye al desarrollo de la insuficiencia cardiaca.



La insuficiencia cardiaca que se desarrolla después de la hospitalizacion por infarto de
miocardio es consecuencia de la muerte de los cardiomiocitos y la formacién de cicatri-
ces, lo que desencadena la activacion neurohumoral crénica (renina-angiotensina-aldos-
terona y regulacién del sistema nervioso simpatico) y el remodelado ventricular. El re-
modelado ventricular cambia la geometria ventricular y conduce a un adelgazamiento
de la pared, insuficiencia mitral isquémica y una mayor pérdida de cardiomiocitos [32].

5.2 ANDAMIOS

Los andamios son estructuras porosas tridimensionales que regeneran tejidos blandos
y duros y son responsables de generar sefales para controlar y regular el comporta-
miento celular [33], [34]. Desempefian un papel imperativo en la ingenieria de tejidos,
ya que son fundamentales para el crecimiento y proliferacion celular y la formacién de
nuevos tejidos; ademas, tales estructuras se adoptan en la administracidon de farmacos
[33].

Los andamios nanofibrosos y nanocompuestos para ingenieria tisular son capaces de
imitar la matriz extracelular (MEC) por su similitud con la MEC nativa y por permitir la
integracién de los andamios con las células circundantes y promover la regeneraciéon
tisular [35], [36].

La MEC es un complejo de proteinas, principalmente colagenas, que se expulsan fuera
de la célula para ensamblarse formando una estructura tridimensional de fibras eldsticas
bien organizadas, asociadas a fibras reticulares y colagenas; dentro de un componente
amorfo compuesto por proteoglicanos, glicosaminoglicanos y glicoproteinas multiadhe-
sivas, que dan espacio y soporte a la célula para interactuar con el resto de componentes
de la MEC. Su funcién es contrarrestar las fuerzas de compresion, absorbiendo grandes
cantidades de agua y orientando las fibras de colageno. Las fibras de colageno interac-
tuan con las fibras elasticas, compuestas principalmente por elastina y fibrilina, para evi-
tar el desgarro de los tejidos por el estiramiento [37].

Idealmente, los andamios deben poseer propiedades especificas. En primer lugar, deben
tener una estructura porosa y esponjosa para facilitar la adhesidon y migracién celular y
estimular la angiogénesis y el intercambio metabdlico.

En segundo lugar, el andamio debe tener cierta estabilidad de forma y propiedades me-
canicas intrinsecas similares a las de los tejidos defectuosos. En tercer lugar, el andamio
debe ser biocompatible con el organismo y biodegradable a una velocidad controlable
en el cuerpo. En cuarto lugar, el andamio debe mostrar una inmunogenicidad baja o
nula. Por ultimo, el andamio debe ser capaz de incluir sefiales bioldgicas y/o fisicas que
afecten al fenotipo celular y promuevan la regeneracién celular dirigida [38].

5.2.1 Técnicas de fabricacién de andamios
Para andamios implantados, las técnicas suelen dividirse entre métodos convencionales
y no convencionales [33].



5.2.1.1 Métodos convencionales de fabricacion de andamios

5.2.1.1.1 Moldeo por disolvente

En el método de moldeo por solvente, el polimero se disuelve con un disolvente ade-
cuado, y la mezcla se vierte en un molde con la forma deseada. Se pueden aplicar dife-
rentes métodos de secado para eliminar el disolvente, incluido el secado al aire, el se-
cado al vacio y el liofilizado. Durante la fase de disolucion del polimero, es posible afiadir
particulas inorganicas solubles en agua (p. ej., NaCl) o particulas organicas (p. ej., saca-
rosa) para obtener una estructura porosa después de liberar el porégeno. En este caso,
el proceso se conoce como técnica de lixiviacion de sal fundida solvente. El método de
moldes por solvente se ha utilizado para crear andamios para reemplazos de tejidos
blandos, materiales de envasado e ingenieria de tejidos dseos, cuando se combina con
la técnica de lixiviacion de sal [39].

5.2.1.1.2 Liofilizacion

La liofilizacién es una técnica convencional para la fabricacion de andamios en 3D, que
crea una geometria de andamio compleja al tiempo que logra una morfologia de poros
uniforme. Este método convierte las soluciones en sdélidos a través de cuatro pasos: pre-
tratamiento, congelacidn, secado primario y secado secundario. En la primera fase se
aplican tratamientos para mejorar la estabilidad de los precursores durante el proceso,
lo que hace que los precursores preparados estén listos para la fase de congelacién. En
este ultimo, la disolucidn se enfria a una temperatura por debajo del punto triple del
disolvente de modo que los cristales de disolvente se subliman y el polimero crea una
red dispuesta dentro de los espacios intersticiales. La fase final de secado se divide en
dos etapas en las que el disolvente congelado se elimina por sublimacién y evaporacién
[40].

5.2.1.1.3 Procesamiento de fluidos supercriticos

La tecnologia de diéxido de carbono supercritico (scCO;) se basa en la exposicién del
polimero a CO; por encima de las condiciones supercriticas (T. = 31°C; Pc = 73,8 bar)
donde el CO; se disuelve en el polimero. En la etapa de presurizacion, el CO; plastifica
el polimero disminuyendo la temperatura de transicion vitrea (Tg) para polimeros amor-
fos, o la temperatura de fusién (Tm) para polimeros semicristalinos debido a su interac-
cion con cadenas poliméricas. Esos polimeros plastificados experimentan una inestabi-
lidad termodinamica sobre una despresurizacion rapida sobresaturando el CO; en la ma-
triz polimérica. Como consecuencia, a través de un proceso de nucleacién, se forman
poros de tamafio micrométrico en el polimero. Mas interesante aun, es posible contro-
lar el tamano y la distribucién de los poros cambiando los parametros como el tiempo
de despresurizacion, la presidon y la temperatura [41].

5.2.1.1.4  Electrohilado

Esta técnica consiste en aplicar un campo eléctrico alto para producir fibras de polimero
ultrafinas con didmetros de micro a nanométricos. La actividad electrofisica compleja
entre la disolucidn polimérica y la fuerza electroestatica es el principal mecanismo de-
tras de esta técnica. En electrohilado se genera un campo eléctrico de alto voltaje entre
la aguja de inyeccidn y el colector utilizando una fuente de alimentacion y electrodos.
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Después de forzar gradualmente la salida de la disolucion polimérica, se forma una gota
en la punta de la aguja. Esta gota de polimero se alarga en una forma cénica, conocida
como el cono de Taylor, y la carga superficial sobre la gota de polimero aumenta con el
tiempo al aumentar el voltaje. Un chorro de polimero comienza a formarse inmediata-
mente después de superar la tensién superficial de la gota de polimero. Después de va-
porizar el disolvente en el chorro del polimero, la tensién superficial en el chorro au-
menta, lo que desestabiliza el chorro de polimero. El chorro de polimero se separa geo-
métricamente, inicialmente en dos chorros y, finalmente, en un gran nimero de cho-
rros, para compensar la inestabilidad. La fuerza electrostatica, que afecta a las gotas de
polimero que se dividen constantemente, causa el patron de nanofibra. Los componen-
tes principales de un sistema de electrohilado son: una jeringa con aguja metalica, una
bomba, una fuente de alimentacién de alto voltaje y un colector conectado a tierra [42].

5.2.1.1.4.1 Efectos de los pardmetros sobre el electrohilado

Hay varios factores que afectan el proceso de electrohilado. Estos factores se clasifican
como parametros de la disolucién, del electrohilado y ambientales. Los parametros de
electrohilado incluyen el diferencial de potencial, la distancia entre la aguja y el colector,
la tasa de flujo volumétrico y el didmetro de la aguja. Los parametros de disolucidn in-
cluyen el tipo de disolvente, la concentracién de polimero, la viscosidad y la conductivi-
dad de la disolucidn. Los parametros ambientales incluyen la humedad relativa y la tem-
peratura. Todos estos parametros afectan directamente a la generacion de fibras elec-
trohiladas lisas y sin cuentas [43].

5.2.1.1.4.1.1 Diferencial de potencial
El aumento del diferencial de potencial acelerard el chorro de electrohilado y esto puede
resultar en un mayor volumen de disolucién extraida de la punta de la aguja [44].

Los aumentos en el didmetro y la formacién de cuentas o nanofibras perladas con un
aumento en el diferencial de potencial aplicado se atribuyen a la disminucién en el ta-
mano del cono de Taylor y al aumento en la velocidad de chorro para el mismo flujo
volumétrico [43].

llustracion 3 Ejemplo de fibras de PCL electrohiladas con perlas en la estructura [45].
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5.2.1.1.4.1.2 Distancia entre la aguja y el colector

La distancia entre la punta de la aguja y el colector tiene un efecto en la trayectoria del
chorro y el tiempo de viaje antes de depositarse sobre el colector. Si el diferencial de
potencial se mantiene constante, la intensidad del campo eléctrico sera inversamente
proporcional a la distancia. En una configuracién tipica de electrohilado, esta distancia
oscila entre 10y 15 cm, lo que generalmente permite un tiempo de vuelo suficiente para
que el disolvente se vaporice de tal manera que se deposite una fibra seca [44].

Numerosos grupos de investigacion han estudiado el efecto de la distancia entre la
punta de la aguja y el colector y concluyeron que las nanofibras defectuosas y de gran
didmetro se forman cuando esta distancia se mantiene pequefia, mientras que el dia-
metro de la nanofibra disminuyd a medida que se aumentaba la distancia [43].

5.2.1.1.4.1.3 Tasa de flujo volumétrico

El flujo de la disolucion polimérica a través de la punta de la aguja metdlica determina
la morfologia de las nanofibras electrohiladas. Se podrian preparar nanofibras electro-
hiladas uniformes sin cuentas a través de una tasa critica para una disolucidn polimérica.
Este valor critico varia con el sistema de polimero. Aumentar la tasa de flujo por encima
del valor critico podria llevar a la formacion de cuentas.

Debido a que los aumentos y disminuciones en la tasa afectan la formacion y el didmetro
de la nanofibra, se prefiere una tasa minima para mantener un equilibrio entre la diso-
lucidn polimérica saliente y la sustitucién de esa disolucidon por una nueva, durante la
formacién del chorro de solucién del polimero [43].

5.2.1.1.4.1.4 Didmetro de la aguja

Tedricamente, el uso de agujas de didmetro pequefio resulta en la formacién de una
pequefiia gota de la disolucién del polimero con alta tensidon superficial, en comparacion
con el didmetro de aguja grande. Por lo que se requiere un diferencial de potencial
grande para superar la tensiéon superficial y formar un chorro de la solucion del polimero.
El diferencial de potencial mas alto aumenta las fuerzas electrostaticas impuesta a la
gota de polimero, que es responsable de estirar el chorro y lo hace mas delgado, por lo
que el chorro se hara mas delgado y se recolectara una nanofibra de didametro pequefio
en el colector [46].

En un estudio realizado por Abunahel et al [46]. se investigd el efecto del diametro de la
aguja en la morfologia de las nanofibras electrohiladas n-Bi,Os/epoxi-PVA utilizando tres
tipos diferentes de diametros de aguja. Concluyeron que cuando se usan diametros de
aguja pequefios con 0,21 mm de diametro interior, las nanofibras resultaron mas delga-
das v lisas sin aglomeracion o formacion de cuentas, en comparaciéon con el didmetro
interior de la aguja grande 0,26 mm. La porosidad de las nanofibras aumenta con la dis-
minucion del didmetro interior de la aguja de 0,26 a 0,21 mm, ademas de que el didme-
tro de la fibra mds pequefia resulta de un didmetro de la aguja mas pequefio [46].

5.2.1.1.4.1.5 Disolvente
La eleccion un disolvente o de la mezcla de disolventes influye fuertemente en la visco-
sidad, la tension superficial, la conductividad eléctrica, la constante dieléctrica y la
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volatilidad de la disolucidn, y por lo tanto es de crucial importancia. El disolvente selec-
cionado no solo debe proporcionar conductividad eléctrica adecuada, viscosidad y ten-
sion superficial, sino que también debe ser capaz de disolver/ dispersar el polimero y el
componente funcional de interés en concentraciones adecuadas [47].

5.2.1.1.4.1.6 Concentracion del polimero

La concentracidn del polimero determina la posibilidad de que una solucién pueda ser
hilada, es decir, si se forman fibras o no. La disolucidon debe tener una concentracién de
polimero lo suficientemente alta como para que se produzcan entrelazamientos de ca-
dena; sin embargo, la disolucién no puede ser demasiado diluida o concentrada. La con-
centracion de polimero influye tanto en la viscosidad como en la tensién superficial de
la disolucién; ambos pardmetros son muy importantes en el proceso de electrohilado.
Si la disolucion esta demasiado diluida, la fibra de polimero se rompera en gotitas antes
de llegar al colector, debido a los efectos de la tensién superficial. Sin embargo, si la
disolucién esta demasiado concentrada, las fibras no se pueden formar debido a la alta
viscosidad, lo que hace dificil controlar el flujo de la disoluciéon a través del capilar. Por
lo tanto, existe un rango 6ptimo de concentraciones de polimero en el que las fibras
pueden ser electrohiladas cuando todos los demas pardmetros se mantienen constantes
[48].

Cuando solo se forman perlas, entonces uno se refiere a la electropulverizacion o perlas
en electrohilado de fibras.

Existe una relacidn semi empirica a partir de la cual podemos decidir qué proceso se
obtuvo, si electrohilado o electropulverizacién. Si el nUmero de entrelazamientos de la
disolucién (1.) soin tiene un valor inferior a 2, se forman cuentas. Entre 2y 3.5 el chorro
se forma en fibras con cuentas y cuando es mas de 3.5 se logra fibras a través de elec-
trohilado. El nimero de entrelazamientos de la disolucidn (7,) soin S€ encuentra a par-
tir de la masa molar del polimero en la disoluciéon M,,, masa molar del entrelazado del
polimero M, y fraccidon del volumen del polimero ¢ relacionados por la ecuacién si-
guiente:

My,
(Me) sotn = (pM_e (1)
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(778) soln

Perlas, fibras con perlas y fibras puras se forman de acuerdo con la teoria de Shenoy [49]
como se muestra en la llustracién 4.
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llustracion 4 Diagrama que muestra el efecto de la concentracion de PVP sobre el numero de entrelazamientos de la
disolucion (ne) soin ¥ €n la morfologia de la formacidn de fibras electrohiladas. Adaptado de: [49]

5.2.1.1.4.1.7 Viscosidad

Una mayor viscosidad de la disoluciéon inducird un mayor didmetro de fibra. A medida
gue aumenta la viscosidad, las cargas que inician el hilado pueden ser insuficientes para
estirar la disolucién de polimero al didametro de fibra deseado [44].

A medida que la viscosidad disminuye, la movilidad de las cadenas de polimero aumenta
y se organiza en direccién alineada durante el electrohilado y forma fibras con didmetros
pequefios que tienen un alto grado de orientacidn, cristalinidad y resistencia.

A muy baja viscosidad se obtienen perlas en lugar de fibras, y a muy alta viscosidad, es
dificil hilar la disolucién de polimero y se requiere una viscosidad éptima para formar
fibras a través de la técnica de electrohilado [49].

5.2.1.1.4.1.8 Conductividad de la disolucidon

La repulsidon de las cargas en la superficie del chorro de electrohilado hace que la diso-
lucidn se estire y forme las nanofibras, y el estiramiento del chorro de electrohilado y la
inestabilidad de deformacion de la fibra son controlados principalmente por la fuerza
de Coulomb entre las cargas y la fuerza debida al campo eléctrico externo. Ambas fuer-
zas surgen debido a la carga superficial en el chorro; por lo tanto, se puede variar cam-
biando la conductividad de la disolucidn. Se puede observar una caida significativa en el
diametro de las nanofibras electrohiladas al aumentar la conductividad eléctrica de Ia
disolucién, debido a que el chorro lleva mas cargas. En general, se pueden obtener
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nanofibras electrohiladas con el didametro de fibra mas pequefio a partir de la disoluciéon
de mayor conductividad [50].

En la literatura se ha informado que la formacidn de fibras perladas se puede evitar me-
diante la adicidon de una pequeiia cantidad de sal a la disolucién polimérica: El aumento
de la carga llevada por el chorro de electrohilado provoca que el chorro se alargue por
las fuerzas eléctricas y produzca fibras uniformes con un didmetro menor. También se
ha reportado que con la adicién de sal a la disolucién de polimero se pueden observar
fibras con cuentas ovaladas mas pequefias que parecen collares [50].

52.1.1.4.1.9 Humedad
La humedad afecta indirectamente la velocidad de evaporacidn, ya que puede influir en
la eliminacidon de cargas de la superficie del chorro.

Aunque el aire es comunmente considerado como un gas aislante, bajo potenciales eléc-
tricos elevados se vuelve conductor, gracias a la formacion de iones en el aire.

Como resultado, para cualquier tipo de solvente, el chorro de electrohilado se descarga
parcialmente a través de la recombinacién con el aire ionizado circundante. Con un au-
mento de la humedad, la ionizacién del aire aumenta debido a la mayor cantidad de
moléculas de vapor de agua en el aire. Las moléculas de vapor de agua se pueden ionizar
facilmente gracias a su baja energia de ionizacién, en comparacién con otras especies
presentes en el aire, como el nitrégeno. Por lo tanto, a alta humedad, el chorro de elec-
trohilado se descarga ain mds. A medida que la densidad de carga en el chorro se reduce
a alta humedad, la amplitud de los movimientos laterales inestables se reduce, lo que
ralentiza la velocidad de evaporacién del disolvente.

Ademas, la humedad hace que la evaporacién del disolvente se retrase si el disolvente
es agua o es hidrofilico. Por lo tanto, retrasa la solidificacién de las fibras. Los polimeros
higroscdpicos también pueden absorber una pequefia cantidad de agua presente en el
aire. Como resultado, se observa una tremenda reduccion de la transicion vitrea, debido
a un efecto plastificante que podria favorecer el alargamiento del chorro durante mas
tiempo antes de la solidificaciéon final. Por lo tanto, la alta humedad, que promueve la
absorcién de agua, pospone la solidificacidn y permite que los chorros de electrohilado
se estiren mas. Cuando se utiliza un polimero hidrofébico, el vapor de agua actiia como
un no solvente para el polimero. En consecuencia, el aumento de la humedad conduce
a una mayor velocidad de solidificacion de las fibras [51].

5.2.1.1.4.1.10 Temperatura

Las temperaturas mas altas generaran dos efectos opuestos en el electrohilado: por un
lado, proporciona mas energia a las moléculas en disolucién, aumentando asi la conduc-
tividad eléctrica y reduciendo la viscosidad y la tensién superficial de la disolucidn. Esto
facilita la formacién de diametros de fibra mas finos y conduce a una mayor alineacién
de la cadena de polimeros (mejorando las propiedades mecanicas). Sin embargo, un au-
mento de la temperatura también proporciona energia adicional para acelerar la velo-
cidad de evaporacion del disolvente, reduciendo el tiempo disponible para el alarga-
miento de la fibra antes de la solidificacion. El aumento de la temperatura ambiente de
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aproximadamente 20°C a 40°C conduce a un didmetro de fibra reducido, lo que indica
que el efecto previamente mencionado predomina en este rango de temperatura. Sin
embargo, se encontrd que el didametro de la fibra aumenta a temperaturas superiores a
40°C, lo que indica que aqui la rdpida evaporacion del solvente ha superado el efecto
sobre la tensidn superficial y la viscosidad [47].

5.2.1.2 Métodos no convencionales de fabricacién de andamios

5.2.1.2.1 Estereolitografia
Esta técnica, basada en la fotopolimerizacidén capa por capa de resinas liquidas, permite
modelos con alta precisién y redisolucion espacial [52].

5.2.1.2.2 Impresion tridimensional (3D)

Generalmente, la impresién 3D es un proceso de fabricacién capa por capa utilizando
sustratos de materiales en polvo, liquidos o sélidos. Desde |a parte inferior y hacia arriba,
cada nueva capa formada se activa para adherirse a la capa anterior, aumentando gra-
dualmente el tamafio de la estructura [53].

5.2.1.2.3 Sinterizado selectivo por laser (SLS)

La sinterizacion laser selectiva es una técnica de fabricacién aditiva que utiliza un rayo
laser de CO; para fusionar particulas y construir objetos tridimensionales capa por capa.
Debido a sus caracteristicas, tales como la posibilidad de reproducir formas 3D comple-
jas sin la necesidad de un material de soporte adicional ni el uso de aglutinantes poten-
cialmente toéxicos, la técnica ha ganado atencion para la produccién de andamios en el
campo de la ingenieria de tejidos, cuyo objetivo es la restauracion, mantenimiento o
mejora de la funcién del tejido vivo.

Deben identificarse los pardmetros de proceso SLS adecuados, como la potencia del 13-
ser, la velocidad de escaneo, el espaciado del escaneo, el espesor de la capa, el diametro
del haz laser y la temperatura de la base de la pieza (p. €j., la temperatura en la cdmara
de construccion). Los efectos de estos parametros sobre el resultado de la sinterizaciéon
son interdependientes, asi como dependientes del material, por lo que es dificil definir
las condiciones de sinterizacién ideales para una aplicacion especifica [54].

5.2.1.2.4 Fabricacién por filamento fundido

En este método se implementa un cabezal de extrusion, mediante el cual los materiales
se extruyen en ejes x e y. A medida que el cabezal de extrusion se mueve, las plataformas
descienden en la direccidn z. Esto resulta en |la formacidon de cada nueva capa, cuyas
particulas se adhieren a la capa anterior. Estas etapas deben continuar para la fabrica-
cion de andamios. Los beneficios de este enfoque son que no es necesario utilizar disol-
ventes, la fabricacion de andamios sin materiales atrapados, la formacién de andamios
con la resistencia adecuada, y el bajo costo. Sin embargo, tiene algunos inconvenientes,
como la exigente fabricacidon de andamios que tienen tamanos de poros pequefios, pre-
cision de procesos media y alto impacto térmico en los materiales [33].
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5.3 TiIpOs DE POLIMEROS

Las catequinas, que consisten en pequefias unidades de taninos, son los antioxidantes
naturales presentes en una variedad de hierbas, té y verduras. Debido a sus propiedades
de eliminacidn de radicales libres, tienen un papel preventivo contra diferentes enfer-
medades, incluyendo el cancer y los trastornos inflamatorios y cardiovasculares. Recien-
temente, la lacasa se utilizé para oxidar una serie de catequinas, lo que resulta en nu-
merosos productos con propiedades antioxidantes mejoradas [55].

5.3.1 Epicatequina

La (-)-epicatequina es un metabolito secundario prevalente en las plantas y uno de los
polifenoles vegetales mas abundantes en la dieta humana. Proviene principalmente de
té, cacao, uvas, manzanasy extracto de acacia catechu. La epicatequina es bien conocida
por su destacada actividad antioxidante. Los metabolitos de epicatequina en el cuerpo
humano existen en el plasma y se acumulan en el cerebro, el higado, el corazén, el in-
testino, los rifiones y otros érganos. Como tal, la epicatequina puede desempefar un
papel beneficioso en varios tejidos y 6rganos del cuerpo humano.

La epicatequina se compone estructuralmente de dos anillos aromaticos y un anillo he-
terociclico que contiene oxigeno. La presencia de multiples grupos hidroxilos fenélicos
contribuye a las potentes propiedades antioxidantes de la epicatequina, que puede eli-
minar directa o indirectamente las especies de oxigeno reactivo (EOR), a través de una
reaccidon quimica entre el hidroxilo y las EOR o mediante la regulacion de compuestos y
enzimas que eliminan las EOR [56].

La capacidad de proteccion cardiovascular de los alimentos ricos en flavanol se atribuye
en gran medida a la presencia de epicatequina. Los beneficios de la epicatequina inclu-
yen la inhibicidn de la inflamacidn y el estrés oxidativo, la promocién de la vasodilatacion
y la reduccidn de la presion arterial y la modulacién de los mecanismos de coagulacion
[31].

Se han desarrollado fibras mediante electrohilado coaxial compuestas de acetato de ce-
lulosa y poli(vinilpirrolidona) que contienen (-) epicatequina en el nucleo de la fibra; un
material que posiblemente podria utilizarse como andamio para el crecimiento de célu-
las madre del mesénquima y su posterior diferenciacion en células cardiacas, lo que se
ve favorecido por la presencia de epicatequina [57].

Se ha utilizado la epicatequina como agente de recubrimiento para sintetizar nanopar-
ticulas de plata recubiertas de epicatequina; obteniendo un resultado favorable como
guimiosensor para la deteccidon de farmacos antimicrobianos en muestras bioldgicas
(plasma y suero), medioambientales (agua) y en presencia de otros medicamentos anti-
microbianos. En la actualidad, los quimiosensores basados en nanomateriales estan re-
cibiendo mucha atencién para la deteccidn de residuos quimicos en el medio ambiente
[58].
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5.3.2 Policatequina

La catequina es un flavonoide que se encuentra abundantemente en la naturaleza. Las
fresas, las uvas negras y, especialmente el té verde, contienen fenoles en las formas de
catequina, epicatequina, epicatequina-3-galato, epigalocatequina y epigalocatequina-3-
galato [59]. La catequina posee varias propiedades biolégicas, como efectos antioxidan-
tes, antivirales y antibacterianos [60].

Como flavonoides, la potente capacidad antioxidante de las catequinas podria jugar un
papel importante en el dafio oxidativo asociado a las enfermedades degenerativas cré-
nicas, incluyendo trastornos neurdticos, inflamacién, enfermedades cardiovasculares y
cancer [59].

Para ello, elimina los radicales de oxigeno e hidroxilo, inhibe la peroxidacion de los lipi-
dos y quela los iones metalicos [60].

Las actividades antioxidantes y antimicrobianas de las catequinas se atribuyen a los gru-
pos ortodihidroxilo e hidroxilo del anillo B de las moléculas de catequina [61]. Estos an-
tioxidantes naturales actian como un agente antiradical para reducir las especies reac-
tivas de oxigeno (ROS) y los radicales libres que se sabe que causan daio al ADN, alte-
rando la expresién génica y causando la muerte celular [59].

Si bien los antioxidantes de moléculas pequefias constituyen una defensa suficiente con-
tra muchos procesos oxidativos, tienen algunas desventajas, como la lixiviacidn, que re-
duce el rendimiento antioxidante. A esto se suman los pobres resultados de los estudios
in vivo. El interés en el uso de polimeros antioxidantes se vio estimulado por el recono-
cimiento de que el aumento de la vida util de los antioxidantes in vivo era importante
para permitir que estos compuestos funcionaran eficazmente. Se puede plantear la hi-
potesis de que los antioxidantes poliméricos pueden ser una alternativa mas eficaz y
terapéutica a los antioxidantes de moléculas pequeiias. [25]

La polimerizacion enzimatica es la polimerizacién de polifenoles mas ampliamente des-
crita. Las formas poliméricas de flavonoides pueden obtenerse mediante polimerizacién
enzimatica utilizando dos grupos de enzimas: la lacasa y la peroxidasa. Es posible obte-
ner poli(quercetina), poli(rutina) y poli(catequina) gracias a la polimerizacién enzimatica
catalizada con lacasa de diversos origenes. Ademas, se conoce el uso de peroxidasa del
rabano como catalizador para la polimerizacidon enzimatica de quercetina, rutina y cate-
quina [62].

Por ejemplo, la policatequina obtenida por la polimerizacidén oxidativa catalizada por la-
casa exhibié una mayor actividad de eliminacion de radical anidn superéxido (05 °) y ac-
tividad inhibidora de la xantina oxidasa que la de un mondmero de catequina, lo que
hace que la polimerizacién oxidativa de compuestos fendlicos catalizada por enzimas
sea un enfoque importante para producir nuevas sustancias con mayores propiedades
antioxidantes. [63], [64]. También se ha fabricado policatequina condensada mediante
acetaldehido [65].
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Debido a sus propiedades antibacterianas y a través de la oxidacion enzimatica de cate-
quina con lacasa , se ha aprovechado en el recubrimiento de catéteres para reducir la
adhesidn bacteriana e impedir la formacion de biopeliculas [66], [67].

Se ha reportado la sintesis de nanoparticulas de policatequina mediante la técnica de
microemulsién de agua en aceite, para su potencial aplicacién como portador terapéu-
tico en la terapia del cancer, la terapia de quelacion del hierro y el tratamiento de la
diabetes tipo Il [59]. Se han fabricado nanoparticulas de oro recubiertas de policate-
guina que transportan amfenaco; un antiinflamatorio no esteroideo [68].

5.3.3 Poli(e-caprolactona) (PCL)

La poli(e-caprolactona) (PCL) pertenece a la familia de poliésteres alifaticos biodegrada-
bles que han adquirido un uso destacado como biomateriales en prétesis, suturas y sis-
temas de administracion de farmacos [69]. Es un polimero semicristalino debido a su
estructura regular; presenta una gran ductilidad, una buena estabilidad, una fuerte re-
sistencia al impacto y la viscosidad de su estado fundido es relativamente grande. EI PCL
se ha utilizado como material de envasado biodegradable, ya que puede ser degradado
por microorganismos [70], [71]. Los principales atractivos del PCL son su aprobacién por
la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para su uso en humanos, su bio-
degradabilidad, su compatibilidad con una amplia gama de otros polimeros, su buena
procesabilidad que permite la fabricacion de variedad de estructuras y formas, su alta
estabilidad térmica y su coste relativamente bajo. El uso de PCL para la fabricacién de
andamios estd en auge en el sector de ingenieria de tejidos por sus excelentes caracte-
risticas, como la biodegradabilidad, biocompatibilidad, leves reacciones indeseables del
organismo huésped y estructuras porosas tridimensionales [72], [73].

5.4 LACAsA

Las lacasas (EC 1.10.3.2 p-difenol oxidorreductasa, u oxidasas multicopper) son un grupo
de enzimas oxidativas extendidas en plantas, bacterias, hongos y en el reino animal, que
muestran una amplia especificidad de sustrato y trabajan sin la necesidad de cofactores.
Estas enzimas oxidan sustratos aromaticos, principalmente fendlicos, pero también dia-
minas o bencenotioles, simplemente a través de la reduccién del oxigeno molecular en
el agua, que es el Unico subproducto. Esta reaccion ocurre en presencia de cuatro iones
de cobre involucrados en la transferencia de electrones del sustrato al oxigeno, que es
el aceptor final de electrones. En las Ultimas dos décadas, se observé un aumento signi-
ficativo en la explotacién de estos biocatalizadores en la sintesis orgdnica, asi como en
los procesos farmacéuticos, agroquimicos, de procesamiento de alimentos y textiles in-
dustriales; esto también esta relacionado con el desarrollo de la quimica verde, basado
en métodos sostenibles, ecoldgicos, rentables y posiblemente de alto rendimiento [74].

Las lacasas oxidan compuestos mediadores como el fenol, la anilina, el acido 4 hidroxi-
benzoico y el acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), que a su vez
degradan tintes y una gran variedad de sustratos organicos e inorganicos [75] como los
p-difenoles, los o-difenoles, las arildiaminas, los aminofenoles, etc; con la reduccién de
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oxigeno molecular a agua. Ademas de las funciones mencionadas, las lacasas también
catalizan reacciones de polimerizacién y despolimerizacion [76].

5.5 METODOS DE CARACTERIZACION DEL POLIMERO

5.5.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

FTIR son las siglas en inglés de Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier:
una técnica para la identificacién y el analisis estructural de los compuestos quimicos
[77]. En esta espectroscopia, la radiacién infrarroja pasa a través de una muestra. Parte
de la radiacion es absorbida y otra parte pasa a través de la muestra (transmitida) [78].
El espectro resultante representa la absorcidén y transmision molecular, con picos de ab-
sorcidn que representan la excitacion de los modos vibracionales de las moléculas de la
muestra y, por tanto, estdn asociados a los distintos enlaces quimicos y grupos funcio-
nales presentes en las moléculas [77].

Dado que cada material tiene una composicién Unica y, en consecuencia, una disposi-
cién diferente de los 4&tomos, no hay dos compuestos que produzcan exactamente el
mismo espectro infrarrojo. Por lo tanto, la espectroscopia IR puede dar lugar a una iden-
tificacidn positiva (analisis cualitativo) de cada tipo de material. Ademas, el tamafio de
un pico en el espectro es una indicacion directa de la cantidad de material presente [78].

Hay tres componentes basicos del espectrometro en una transformacién de Fourier: una
fuente de radiacién, un interferémetro y un detector.

El instrumento produce un haz de irradiacién infrarroja, que se emite desde una fuente
luminosa de cuerpo negro. A continuacion, el haz pasa al interferdmetro, donde tiene
lugar la codificacion espectral [79]. El interferdmetro mas utilizado es el interferémetro
de Michelson, que consta de tres componentes activos: un espejo movil, un espejo fijo
y un divisor de haz [78].

La recombinacién de haces con diferentes longitudes de trayectoria en el interferémetro
crea una interferencia constructiva y destructiva denominada interferograma. Poste-
riormente, el haz entra en el compartimento de la muestra y ésta absorbe frecuencias
especificas de energia, que son caracteristicas Unicas de la muestra a partir del interfe-
rograma. A continuacion, el detector mide la sefial del interferograma en energia frente
al tiempo para todas las frecuencias simultdaneamente.

Mientras tanto, se superpone un haz para proporcionar una referencia (fondo) para el
funcionamiento del instrumento. Por ultimo, el espectro deseable se obtiene después
de que el interferograma reste automaticamente el espectro del fondo del espectro de
la muestra mediante el software informatico de transformada de Fourier [79].

20



“' Interferémetro
- > —
}" 4

Fuente

v

Transmittance (%4

Muestra — /
%
! s + + :
| / Transformada 4000 3500 3&0 Z:X) 2000 1500 1000 650
inida de Waven umber (cm™')
rapi
@ - ) e Fourier Espectro

Interferograma

llustracion 5 Componentes bdsicos del espectrometro de infrarrojo por transformada de Fourier.
Adaptado de: [79].

5.5.2 Espectroscopia ultravioleta-visible

La espectroscopia UV-Vis es el estudio de cémo responde una muestra a la radiacién
electromagnética en el rango de 200-750 nm, es decir, el rango UV-Vis. Cuando un haz
de luz atraviesa una sustancia o una disolucién, parte de la luz puede ser absorbida y el
resto transmitida a través de la muestra [80], [81]. El analito absorbe la luz de una lon-
gitud de onda especifica (s6lo UV y VIS) y se mide la cantidad de radiacién absorbida por
el analito. Al aumentar la concentracién del analito, la absorcién de la luz también au-
menta linealmente, mientras que la transmisién de la luz disminuye exponencialmente.
En la region UV-VIS, la absorcién de la radiacién depende de la configuracion electrénica
de las especies absorbentes, como atomos, moléculas, iones o complejos.

Un nivel de energia electrdnica consta de varios niveles de energia vibracional, mientras
gue un nivel de energia vibracional Unico consta de varios niveles de energia rotacional.
Cuando un fotdn interactia con una molécula, puede inducir una transicién en los nive-
les de energia electrdnica, si la energia proporcionada por el fotdn coincide con la dife-
rencia de energia en estos niveles. La cantidad de radiaciones absorbidas por el analito
se mide y se traza frente a la longitud de onda de la radiacién electromagnética para
obtener el espectro. Asi, un espectro UV-VIS tipico es un grafico de la longitud de onda
o la frecuencia frente a la intensidad de la absorcién [82].

Los espectrometros UV-Vis constan de los mismos elementos comunes a la mayoria de
los métodos espectroscdpicos: un monocromador, normalmente con una rejilla de di-
fraccién para dispersar las diferentes longitudes de onda; un detector, como un foto-
multiplicador, un dispositivo de carga acoplada o un detector de matriz de diodos; y un
ordenador con software especializado. Los espectrémetros UV-Vis tipicos utilizan una
ldmpara de deuterio para el UV que produce luz de 170 a 375 nm y una lampara de
filamento de tungsteno para el visible, que produce luz de 350 a 2500 nm [80].

5.5.3 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)
La espectroscopia es la medicion de la dependencia de la frecuencia de absorcion o emi-
sién de energia por parte de un sistema. La resonancia magnética nuclear se refiere a la
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absorcién y liberacion de energia de radiofrecuencia por un nucleo en un campo mag-
nético [83].

Los nucleos con un nimero par de protones y neutrones tienen un espin y un momento
magnético nucleares nulos, mientras que los que tienen un nimero impar de protones
0 neutrones poseen un espin y un momento magnético no nulos. Entre los nucleos con
un nimero impar de protones o neutrones, algunos nucleos, como el 'H, el 3'P, el 13Cy
el °N, tienen un nimero de espin de %, que es favorable para las aplicaciones précticas
de la resonancia magnética. Si el estado de espin de estos nucleos se mide individual-
mente en el campo magnético, se observan dos estados de espin que corresponden a
los numeros cudnticos magnéticos de % y -%. Uno de estos estados corresponde a la
orientacién de los nucleos paralelo al campo magnético, y el otro corresponde a su
orientacién antiparalela. Estos dos estados de espin tienen energias diferentes [84].

Supongamos ahora que irradiamos el protdn con una radiacién electromagnética de una
frecuencia v tal que los fotones o cuantos tienen una energia hv exactamente igual a la
separacion de los dos niveles de energia. Entonces, si el protdn se encuentra en el estado
propio de menor energia, puede ser promovido exactamente al nivel superior. Si, por el
contrario, se encuentra inicialmente en el estado superior, puede ser estimulado de
forma resonante para que emita un fotdn y caiga al estado inferior. Por tanto, tenemos
un intercambio resonante de energia entre el protén y el campo electromagnético. Esto
es la resonancia magnética nuclear [85].

m
1
'HLB - E
Energia 0 ———-———-———- IS S -
- uB ' +%

llustracion 6 Valores propios de la energia de un nucleo de momento magnético u en un campo magné-
tico B [85].

Dado que la diferencia de energia entre los dos estados es proporcional a la intensidad
del campo magnético, cuanto mas fuerte sea el campo, mayor sera la diferencia entre
las dos poblaciones y mas fuerte sera la sefal de resonancia magnética [83].

En los experimentos de espectroscopia de RMN, los nucleos magnéticos se colocan en
un fuerte campo electromagnético Bo y se excitan desde estados de espin de menor
energia a estados de espin de mayor energia, mediante la absorcién de radiacion elec-
tromagnética generada por un segundo campo electromagnético B1. A continuacion, es-
tos nucleos excitados se relajan emitiendo radiacidén electromagnética de energia lige-
ramente inferior [85].

A medida que cada nucleo es perturbado de su estado de equilibrio original, ese nucleo
mostrara una sefial caracteristica de decaimiento de vuelta al equilibrio. Esta
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transferencia de energia se corresponde con una sefial, la cual se detecta y se procesa
para obtener la misma en forma de espectro de RMN del nucleo correspondiente [86].

La densidad de electrones alrededor de los nucleos de una molécula varia segun los tipos
de nucleos y enlaces que tenga, lo que hace que los campos magnéticos estaticos y
opuestos sean diferentes. Este fendmeno se denomina "desplazamiento quimico" y es
el dato fundamental para caracterizar la estructura de la molécula o el polimero [87].

La radiaciéon de radiofrecuencia emitida tiene cuatro parametros que pueden analizarse
para obtener informacién sobre la muestra: intensidad, frecuencia, vida media y fase
[88]. Por tanto, los espectros de RMN pueden utilizarse para identificar compuestos des-
conocidos a partir de sus firmas de RMN caracteristicas, para analizar mezclas de com-
puestos y para determinar las estructuras moleculares con detalle cuantitativo en 3D
[85].

5.5.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)
La microscopia electrdnica de barrido (SEM) utiliza un haz de electrones finamente en-
focado para producir una imagen de alta resoluciéon de la superficie de una muestra [89].

SEM es, por tanto, una herramienta utilizada para la caracterizacion de materiales que
proporciona informacion sobre la estructura superficial o casi superficial, la composicién
y los defectos de los materiales de naturaleza sélida [90].

Se puede considerar que el instrumento SEM consta de tres secciones principales: la
columna de electrones, la cdmara de muestrasy los controles informaticos/electrénicos.
La seccion superior de la columna de electrones consiste en un cafién que genera un haz
de electrones. Las lentes electromagnéticas situadas dentro de la columna enfocan el
haz en una sonda de pequefio didmetro (unos pocos nanémetros). Las bobinas de esca-
neo de la columna rastrean la sonda sobre la superficie de la muestra presente en la
camara que se encuentra en el extremo de la columna. El cafién de electrones, la co-
lumnay la cdmara de la muestra se mantienen en vacio para permitir la generacién vy el
avance del haz de electrones. Los electrones del haz penetran unas pocas micras en la
superficie de la muestra sélida, interactian con sus atomos y generan una variedad de
sefiales como electrones secundarios y retrodispersados y rayos X caracteristicos que se
recogen y procesan para obtener imagenes y la quimica de la superficie de la muestra
[90].
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llustracion 7 Esquema que muestra la construccion de los distintos componentes situados en la columna
de electrones y la cadmara de muestras del SEM [91].

5.5.5 Microscopia éptica
El microscopio dptico utiliza luz visible (400-700 nm) y un sistema de lentes para ampliar las
imagenes de muestras micrométricas con una resolucién adecuada [92], [93].

En el microscopio 6ptico, la luz de la ldmpara del microscopio pasa a través del condensador y
luego a través de la muestra o a su alrededor. La luz directa o no desviada es proyectada por el
objetivo y repartida uniformemente por todo el plano de la imagen en el diafragma del ocular.
La luz difractada por el espécimen se enfoca en varios lugares localizados en el mismo plano de
la imagen, donde la luz difractada provoca interferencias destructivas y reduce la intensidad,
dando lugar a zonas mds o menos oscuras. Estos patrones de luz y oscuridad son lo que recono-
cemos como una imagen de la muestra. La lente del ocular aumenta aun mds esta imagen, que
finalmente se proyecta sobre la retina, el plano de la pelicula de una camara o la superficie de
un chip de computadora sensible a la luz [94].

Esta técnica proporciona datos utiles sobre la superficie: se puede observar el tamafio y la forma
de fibras o particulas, sin embargo, no es posible documentar estructuras finas y la composicion
guimica [95].

5.5.6 Caracterizacion de propiedades térmicas

5.5.6.1 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Las técnicas mas empleadas para caracterizar las transiciones de fase son el andlisis ter-
mogravimétrico (TGA), el analisis mecanico dindmico (DMA), el andlisis termomecanico
(TMA) y la calorimetria diferencial de barrido (DSC). Entre estas técnicas, se prefiere el
DSC porque permite detectar transiciones en un amplio rango de temperaturas (-90 a
550 °C) y facilita el andlisis cuantitativo y cualitativo de las transiciones.

El método comprende el suministro de calor a un ritmo constante a la muestra y a un
material de referencia. Se obtiene una diferencia del flujo de calor necesario para sumi-
nistrar a la muestra y al material de referencia para mantener ambos a la misma tempe-
ratura. Esta diferencia de flujo de calor se traza contra la temperatura o el tiempo para
obtener un termograma tipico.
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El termograma muestra cuatro transiciones identificadas de baja a alta temperatura
como: temperatura de transicion vitrea (Tg), temperatura de cristalizacion (T¢), tempe-
ratura de fusion (Tm) y temperatura de degradacion (Tqg). En general, las transiciones de
primer orden se observan como picos bien definidos, mientras que las de segundo orden
son variaciones en la curva de flujo de calor [96].

El DSC se utiliza para analizar los polimeros y comprobar su composicién. Los puntos de
fusion y las temperaturas de transicidn vitrea de la mayoria de los polimeros estan dis-
ponibles en compilaciones estandar, y el método puede mostrar una posible degrada-
cion del polimero por la disminucion del punto de fusién esperado, que depende de la
masa molar del polimero, por lo que los polimeros de bajo peso molecular tendran pun-
tos de fusién mas bajos que los esperados. Las impurezas en los polimeros pueden de-
terminarse examinando los termogramas en busca de picos anémalos, y los plastifican-
tes pueden detectarse en sus puntos de ebullicidn caracteristicos [97].

5.5.6.2 Andlisis Gravimétrico Térmico (TGA)

El analisis termogravimétrico (TGA) es una técnica analitica cuantitativa que analiza la
masa de una muestra, desde 1 mg hasta varios gramos, a medida que la temperatura de
un horno se eleva hasta 1600°C bajo un flujo de gas estable o cambiante [98]. Se utiliza
principalmente para comprender determinados fendmenos térmicos como la absorcion,
adsorcién, desorcion, vaporizacion, sublimacién, descomposicidn, oxidacién y reduc-
cién. Ademas, el TGA puede utilizarse para evaluar los productos volatiles o gaseosos
que se pierden durante estas reacciones quimicas en muestras como nanomateriales,
polimeros, nanocompuestos poliméricos, fibras, pinturas, revestimientos y peliculas
[99].

El instrumento consta de tres componentes diferentes para proporcionar la flexibilidad
necesaria para obtener datos analiticos precisos: balanza (para medir el peso de la
muestra), horno (que proporciona calentamiento lineal), programador de temperatura
(para medir y controlar la temperatura) y registrador (para registrar la unidad de cam-
bios de peso y temperatura). Cuando se producen variaciones de peso, la platina de la
balanza tiende a desviarse de su posicion normal [100].

Los resultados de la TGA se grafican como pérdida de masa en funcién de la temperatura
o el tiempo. Otro tipo de representacion de los resultados es la termogravimetria deri-
vada (DTG), que es la primera derivada de la curva TGA y describe la tasa de cambio de
masa. En un grafico de TGA, una pendiente constante caracteriza los diferentes pasos
de la descomposicién térmica. Mientras que el grafico DTG ayuda a detectar las trans-
formaciones que se superponen o que estan asociadas a una pérdida de masa defi-
ciente. Los picos de DTG indican una transformacion especifica, y los valores minimos
coinciden con la tasa maxima de pérdida de masa de la etapa de descomposicion rela-
cionada [101].

Los termogramas genéricos tienen varias secciones:

a) Por debajo de 150°C, se evapora el agua fisorbida, los compuestos volatiles de
bajo peso molecular, los disolventes y los gases atrapados.
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b) Entre 150 °Cy 250 °C, la pérdida de masa se debe al agua quimicamente absor-
bida y a compuestos de bajo peso molecular, como aditivos y productos volatiles
de descomposicion.

c) Por encima de 250°C, los compuestos empiezan a descomponerse y se obtiene
la temperatura de inicio y la de fin. En los sistemas multicomponentes y en las
reacciones con etapas intermedias pueden darse varias temperaturas de inicio y
fin.

d) El material restante por encima de la temperatura de desintegracién incluye ce-
nizas inorgdanicas no volatiles y metales. En un entorno oxidante, los compuestos
metalicos aumentan el estado de oxidacion y ganan masa [98].

5.5.7 Método 2,2-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6 sulfénico) ABTS

Se utilizan numerosos métodos para evaluar la actividad antioxidante de los compuestos
naturales en los alimentos o en los sistemas biolégicos. Dos radicales libres que se utili-
zan habitualmente para evaluar la actividad antioxidante in vitro son el 2,2-azino-bis
(acido 3-etilbenzotiazolina-6 sulfénico) (ABTS) y el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
[102].

El catidn radical de sal de diamonio del 2,2 -azino-bis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6- sul-
fénico) (ABTSe+), se utiliza con frecuencia para estimar la capacidad antioxidante total
(TAC) de los productos naturales, incluidos los extractos crudos, los polifenoles, los aci-
dos fendlicos y los flavonoides, entre otros [103].

El ensayo ABTS mide la capacidad relativa de los antioxidantes para reducir el ABTS ge-
nerado en la fase acuosa, en comparacién con un estandar Trolox (analogo de la vita-
mina E soluble en agua)[102]. En general, las técnicas implican la generacidon de ABTSe+
mediante una reaccién entre el ABTS y los iniciadores, como la metmioglobina/H,0, la
peroxidasa de rabano picante/H,0,, el peroxidisulfato de potasio, el didoxido de manga-
neso, el dihidrocloruro de 2,2'-azobis (2-amidinopropano) (AAPH) u otros, y da lugar a la
produccién de un cromdforo ABTSe+ de color verde azulado, que posteriormente es in-
hibido por los antioxidantes [104].

El cambio de coloracién debido a la reaccion entre el radical ABTS y el antioxidante se
mide a través de su espectro de absorcidn que posee una onda caracteristica. El método
suele expresarse como capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC). El método
es rapido y puede utilizarse en una amplia gama de valores de pH, tanto en sistemas
acuosos como de disolventes organicos [102].

Con la mejora de la tecnologia para la determinacion del croméforo azul ABTSe+ produ-
cido a través de la reaccidon entre el ABTS vy el persulfato de potasio, se establecié un
método factible segiin una absorcién maxima del ABTSe+ en las longitudes de onda de
645 nm, 734 nmy 815 nm [103].
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5.5.8 Cuantificacién de proteina

5.5.8.1 Método Bradford

Durante los procedimientos de aislamiento de proteinas a partir de materiales vegeta-
les, animales, insectos, levaduras o bacterias, es importante determinar la concentra-
cion de proteinas en cada paso del procedimiento de purificaciéon. La medicién de la
concentracion de proteinas es esencial para los ensayos de actividad enzimdatica y es
importante en las mediciones clinicas. Los métodos de cuantificacidon de proteinas de-
tectan aminodcidos concretos basdndose en la absorbancia por estructuras de anillos
aromaticos o en la interaccién de colorantes o cobre con residuos de aminoacidos car-
gados o enlaces peptidicos [105].

El ensayo de Bradford se basa en la unién entre el colorante azul Coomassie G250 y la
proteina. La forma catidnica del colorante, que predomina en la disolucién acida del
reactivo del ensayo, tiene una A maxima de 470 nm. En cambio, la forma anidnica del
colorante, que se une a la proteina, tiene una A maxima de 595 nm. Asi, la cantidad de
colorante unido a la proteina puede cuantificarse midiendo la absorbancia de la disolu-
cion a 595 nm [106].

El color azul producido en condiciones acidas es el resultado de la reaccidn del colorante
con la arginina y, en menor medida, con los residuos de lisina, histidina, tirosina, tripto-
fanoy fenilalanina de las proteinas. También se producen interacciones hidrofébicas. Se
pueden detectar de 0,2 a 20 ug de proteina. [105].

A partir de este ensayo se puede trazar una curva de calibracién donde se grafican las
concentraciones conocidas de la proteina estandar contra la absorbancia. La concentra-
cion desconocida de proteina de la muestra de interés se determina con base en la ecua-
cion lineal de la serie de estandares de proteina con concentracidén conocida [107].
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llustracion 8 Ejemplo de curva estdndar del ensayo Bradford de concentracion de proteina estdndar BSA
frente a absorbancia.

5.5.9 Actividad enzimética

El objetivo de la medicidon de la actividad enzimatica es determinar la cantidad de enzima
presente en una condicion estandar, de modo que la actividad pueda compararse entre
una muestra y otra, y entre un laboratorio y otro. Las condiciones elegidas suelen ser un
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pH 6ptimo, una concentracion de sustrato capaz de saturar a la enzima y una tempera-
tura adecuada.

Para medir la actividad de una enzima hay que medir la cantidad de producto que se
forma en un tiempo determinado o, en algunos casos, la cantidad de sustrato que se ha
consumido, lo que deberia ser lo mismo.

El ensayo puede seguirse mediante cambios en la absorbancia, la fluorescencia, la vis-
cosidad, el pH o alguno de los otros pardmetros fisicos posibles. En muchos ejemplos de
ensayos de hidrolasas, se utiliza un sustrato artificial que libera un producto coloreado
o fluorescente [108].

5.5.9.1 Michaelis Menten
La ecuacion de Michaelis-Menten es capaz de describir el cambio sufrido por la veloci-
dad de una reaccién catalizada por una enzima al variar la concentracién del sustrato.

Michaelis y Menten consideraron el siguiente esquema de reaccion:

ki
E+S=2ESSE+P (2)
k>

en el que la enzima libre, E, se une reversiblemente a un sustrato, S, para formar un
complejo enzima-sustrato intermedio, ES, que luego se descompone irreversiblemente
para liberar la enzima y producir el producto, P. Las etiquetas de las reacciones
ky, k,, k5 son las constantes de velocidad de cada proceso. Michaelis y Menten deriva-
ron de este esquema su formula de velocidad:

d[P] _ Vmax[S] (3)

dt Ky +[S]
en el que V45 €s la velocidad maxima de la reaccién, V0 = k3([E] + [ES]) , y Ky =
(k3 + k;)/k4 es la constante de Michaelis—Menten [109].

La constante K}, es equivalente a la concentracién de sustrato a la que la enzima se sa-
tura y describe la afinidad de una enzima a un sustrato especifico, graficamente se en-
cuentra en 1/2 Vinax (Ver ilustracion 8) [110], [111]. A bajas concentraciones de sus-
trato, la velocidad de una reaccidn enzimatica es de primer orden y directamente pro-
porcional a la concentracidn de sustrato (V, = K[S]), mientras que, a altas concentra-
ciones de sustrato, la velocidad se vuelve independiente de la concentracién de sus-
trato, esta representada por una cinética de orden cero (Vy, = V) Y casi todas las
moléculas de la enzima estan unidas al sustrato. Para evitar el uso de este grafico curvi-
lineo, Lineweaver y Burk introdujeron un analisis de la cinética enzimatica mediante un
grafico reciproco doble de linea recta de 1/V, frente a 1/[S] con una pendiente de
Kpr/Vinax Y Una intercepcion en la ordenada a 1/V,,,, [111].

Se parte de la ecuacién de Michaelis-Menten:

__ Vimax[S]
Vo = Km+[S] (4)
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Se calculan los reciprocos:

1 Km+[S]

(5)

Ky [S]
Vo Vinax[S] + Vinax[S] (6)

Obtenemos la ecuacién de Lineweaver-Burk, que corresponde a la grafica doble reci-
proca de la ecuacion de Michaelis-Menten (Ver Ilustraciéon 8).

el B ras o

-
Velocidad enzima-
tica (umol/min)

Km

<__Pendiente= —
Vinax

0.5 Vinax

Sustrato

llustracion 9 Una curva tipica de Michaelis-Menten representando el cambio de velocidad de una reac-
cidn catalizada por una enzima con respecto a la concentracion de substrato. Adaptado de: [111].

5.6 DISENO DE EXPERIMENTOS

El Disefio de Experimentos (DoE) fue desarrollado a principios de la década de 1920, por
Sir Ronald Fisher en la Estacidn de Investigacion Agricola de Rothamsted, en Londres
(Inglaterra). Sus experimentos iniciales tenian por objeto determinar el efecto de diver-
sos fertilizantes en diferentes parcelas de tierra. El estado final del cultivo dependia no
sélo del fertilizante, sino también de otra serie de factores (como el estado del suelo
subyacente, el contenido de humedad del suelo, etc.) de cada una de las parcelas res-
pectivas [112].

El DoE hace referencia al proceso de planificacién, disefio y andlisis del experimento para
poder extraer conclusiones validas y objetivas de forma eficaz y eficiente [112].

En el contexto del DoE en la fabricacion, uno puede encontrarse con dos tipos de varia-
bles o factores del proceso: cualitativos y cuantitativos. En el caso de los factores cuan-
titativos, hay que decidir el rango de ajustes y cdmo se van a medir y controlar durante
el experimento. Los factores cualitativos son de naturaleza discreta. El tipo de materia
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prima, el tipo de catalizador, el tipo de proveedor, etc. son ejemplos de factores cuali-
tativos [112].

Un plan de disefio experimental eficaz debe incluir los siguientes elementos:

Definicion de objetivos. En primer lugar, esta declaracién debe responder a la pregunta
de por qué se va a realizar el experimento. En segundo lugar, permite identificar si el
experimento se realiza para clasificar las fuentes de variabilidad o si su propdsito es es-
tudiar las relaciones causa-efecto [113].

Identificacidon de las unidades experimentales. Esto es, declarar el elemento sobre el
cual se cambiard algo [113].

Definir una variable dependiente significativa y medible. Identificar qué caracteristica
de las unidades experimentales pueden medirse y registrarse después de cada ejecucién
[113].

Enumeracién de las variables independientes y ocultas. Verificar que las variables inde-
pendientes elegidas para el estudio pueden controlarse durante un Unico experimento
y variarse de un experimento a otro. Si hay interés en una variable, pero no puede con-
trolarse ni variarse, no puede incluirse como factor. Las variables que afectan a la res-
puesta, pero que no se pueden controlar, son variables ocultas [113].

Realizar pruebas piloto. Esto para asegurarse de que pueden controlarse y modificarse
los factores que se han seleccionado, que la respuesta puede medirse y que las medi-
ciones repetidas de las mismas unidades experimentales o similares son coherentes
[113].

Eleccidn del disefo experimental. Debe adaptarse a los objetivos del experimento con-
creto. Esto incluird una descripcién de los niveles factoriales que se estudiaran [113].

Determinacién del niumero de réplicas necesarias. Basandose en la varianza esperada
del error experimental, el investigador debe determinar el nimero de réplicas que daran
una alta probabilidad de detectar un efecto de importancia préactica [113].

Asignar aleatoriamente las condiciones experimentales a las unidades experimentales.
En algunos disefos, los niveles de factor o la combinacidn de niveles de factor se asignan
a las unidades experimentales de forma completamente aleatoria. En otros disefios, la
aleatorizacion de los niveles de los factores se realiza por separado dentro de los grupos
de unidades experimentales y puede hacerse de forma diferente para los distintos fac-
tores [113].

Realizacion del experimento. Durante la realizacién del experimento, es fundamental
supervisar cuidadosamente el proceso para asegurarse de que todo se estd haciendo
segln lo previsto. Los errores en el procedimiento experimental en esta fase suelen des-
truir la validez del experimento [114].

Andlisis estadistico de los datos. Deben utilizarse métodos estadisticos para analizar los
datos, de modo que los resultados y las conclusiones sean objetivos y no juiciosos.
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Existen muchos programas informaticos excelentes disefiados para ayudar en el analisis
de datos [114].

5.6.1 Disefios factoriales

Cuando se estudian multiples factores, un enfoque cldsico consiste en estudiar cada uno
por separado manteniendo todas las demds constantes. Una estrategia mucho mejor
para experimentar con multiples factores es utilizar un disefio factorial. En un disefio
factorial, las celdas constan de todas las combinaciones posibles de los niveles de los
factores en estudio. Los disefos factoriales acentuan los efectos de los factores y permi-
ten estimar la interdependencia de los efectos (o interacciones)[113].

Generalmente, si hay k factores, cada uno en dos niveles, el disefio factorial requeriria
2k ejecuciones. Evidentemente, a medida que aumenta el nimero de factores de inte-
rés, el nimero de ejecuciones necesarias aumenta rapidamente; por ejemplo, un expe-
rimento de 10 factores con todos los factores en dos niveles requeriria 1024 ejecuciones
(219 = 1024). Esto se convierte rapidamente en inviable desde el punto de vista del
tiempo y los recursos. Un experimento factorial fraccionado es una variacién del facto-
rial basico en el que sdlo se utiliza un subconjunto de las ejecuciones [114].

Un diseno factorial fraccional regular de dos niveles se denomina cominmente disefio
2K=P_Tiene k factores de dos niveles con 2¥"Pejecuciones, y estd completamente de-
terminado por p relaciones definitorias independientes. Cuando p = 0, se produce un
disefio factorial completo 2¥. En contraste, 2¥~ requiere la mitad de los experimentos
gue un disefio factorial completo [115].

6 MATERIALES

Para la cuantificacidn de concentracidn de proteina se utilizé el reactivo proteinico azul
brillante G 250 (Sigma-Aldrich, 0.35mg/ml), proteina standard de albimina humana
(Sigma-Aldrich, 0.3 mg/ml) y cloruro de sodio (NaCl, Sigma-Aldrich, 58.44 g/mol).

Para el ensayo de actividad enzimdtica se utilizd 2,2-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazo-
lina-6 sulfénico) (C1sH2aNe06S4, Sigma-Aldrich, >298% HPCL), M= 548.68 g/mol).

Para la sintesis de poli(epicatequina) se adquirieron los siguientes materiales: (-)-Epica-
tequina (CisH1406, Sigma-Aldrich, >290% HPCL, Myw=290.27 g/mol), lacasa de trametes
versicolor (Sigma-Aldrich, 0.5 U/mg), acetona (CH3COCHs, Sigma-Aldrich, >99.5%), ace-
tato de sodio (CH3COONa, Sigma-Aldrich, 299.0%, M\=82.03 g/mol), acido acético
(CH3CO2H, Sigma-Aldrich, 299%, M\=60.05 g/mol).

Se utilizaron reactivos mencionados anteriormente para la prueba de actividad enzima-
tica: 2,2-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6 sulfénico), acetato de sodio, lacasa de
trametes versicolor y agua destilada.

La extraccion de las catequinas para el UV-Visible se realizé en alcohol etilico (C2HgO,
Hycel, Mw=46.07 g/mol).
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Para la técnica de electrohilado se utilizé poli(e-caprolactona) ((CsH1002)n, Sigma-Aldrich,
Mn= 70,000-90,000), 2,2,2-Trifluoroetanol (C2HsF30, Sigma Aldrich, My= 100.04 g/mol),
N,N-dimetilformamida (Sigma Aldrich, 299.8%, Mw= 73.09 g/mol), diclorometano (Sigma
Aldrich, 299.8%, M= 84.93 g/mol).

7 METODOLOGIA

7.1 CONCENTRACION DE PROTEINA
Primero se prepard una disolucion de cloruro de sodio al 0.85% m/v.

Posterior a esto se elabord la disolucidn de Brilliant blue G 250 utilizando como disol-
vente agua, en una relacién 1:4 en volumen.

A tres tubos, etiquetado cada uno como blanco, standard e incégnita, respectivamente,
se les agregaron 2.5 ml de disolucién de Brilliant blue. Al primer tubo denominado como
el blanco se le afladieron 50 pL de la disolucién de cloruro de sodio. Al tubo standard se
le adicionaron 50 uL de proteina standard, en este caso albumina humana a una con-
centracion de 0.3 mg/mL. Y finalmente, al tubo incognita se le agregaron 50 pL de diso-
lucién de lacasa, con una concentracién de 0.5 mg/mL.

Los tubos se agitaron en un mezclador Vortex. Luego se traspasaron las disoluciones a
celdas espectrofotométricas y se obtuvo la lectura de la absorbancia a una longitud de
onda de 595 nm de las disoluciones standard e incégnita, utilizando como referencia la
disolucién de blanco mediante espectroscopia ultravioleta-visible. El procedimiento se
realizé por triplicado.

7.2 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA LACASA

La medicién de actividad enzimatica de la lacasa se basa en |la oxidaciéon del sustrato 2,2-
azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6 sulfénico) (ABTS). La velocidad de oxidacién del
ABTS se determind espectrofotométricamente a 420 nm durante 10 minutos.

La mezcla de reaccidon contenia 600 pL de buffer de acetato de sodio (0,1 M, pH 5.0),
300 pL de lacasa (0.5 mg/mL) y 1400 pL de agua destilada. Se afiadieron 300 pL de diso-
lucién de ABTS a diferentes concentraciones (0.1943 mM-1.943 mM).

La mezcla se incubd durante 2 min y la absorbancia se midié inmediatamente en un
espectrofotémetro a 420 nm en intervalos de 15 segundos. La actividad con cada con-
centracién de sustrato se determiné dos veces.

Una unidad de actividad lacasa se definido como la actividad de una enzima que cataliza
la conversion de 1 mol de ABTS por minuto [116].

Con base en el ensayo enzimdatico a concentraciones variables del sustrato ABTS, se
realizé un diagrama de Lineweaver-Burk, del que se obtuvo la velocidad maxima de reac-
cion, que se define como el punto donde la lacasa estd saturada por el sustrato. A partir
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del ajuste de curvas del grafico de velocidad de reaccién frente a las concentraciones de
substrato, se determind el valor de la velocidad maxima de reaccion [117], [118].

7.3 POLIMERIZACION ENZIMATICA DE EPICATEQUINA

El mondmero de epicatequina se oxidd mediante la lacasa para producir poli(epicate-
quina). Para esto, la epicatequina (10mM) se disolvié en una mezcla de buffer de acetato
de sodio (0.1 M, pH 5.0) y acetona (80:20, v/v) mediante agitacion magnética.

Dos Unidades Internacionales [U] por mililitro de lacasa se agregaron a la disolucién y
la oxidacidn se llevd a cabo a 60 rpm, durante 24 horas [66], [119].

El precipitado se recuperé mediante centrifugacién a 4500 rpm por 10 minutos; poste-
riormente se lavé 3 veces con agua destilada mediante centrifugacién a 4500 rpm, du-
rante 10 minutos. La poli(epicatequina) se secd a 35°C durante 72 horas en un horno de
vacio [120].

8 CARACTERIZACION DEL POLIMERO CON BASE EN EPICATEQUINA

8.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER CON REFLECTANCIA

TOTAL ATENUADA (ATR-FTIR)
Para la obtencidn de los espectros FTIR fue utilizado un equipo Thermo Scientific, Nicolet
6700. Se colocé muestra suficiente de epicatequina y poli(epicatequina) en el portamu-
estras, las cuales se ajustaron con un tornillo y se analizaron en la regiéon de 4000-500
cm. Con esta caracterizacion se monitorearon los cambios en las sefiales espectrales,
con la finalidad de comparar los grupos funcionales del mondmero y su forma polimé-
rica.

8.1.1 Grado de conversidn de epicatequina a poli(epicatequina)

Con base al ATR-FTIR se calculé el grado de conversién de epicatequina a poli(epicate-
quina). Este valor se obtiene de la relacién entre la altura de una banda que cambié
debido a la polimerizacidn, y la altura de un pico que se mantiene similar en la epicate-
quinay la poli(epicatequina) al ser caracteristico de los flavonoides; este ultimo se utiliza
como un valor de referencia del grado de conversién.

En Origin 2018, se normalizaron ambos graficos en un valor de [0,1]; posteriormente se
realizé una linea base en los graficos de la epicatequina y la poli(epicatequina), trazada
entre los nodos de cada pico, y se midié la altura desde esta linea hasta la cresta [121].
Este valor se obtuvo dos veces, de los espectros ATR-FTIR de dos polimerizaciones dife-
rentes.

8.2 ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE (UV-VIs)
Para esta evaluacidn se utilizé un espectrofotdémetro Shimadzu UV-2600.
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Se pesaron 10 mg de epicatequina y 10 mg de poli(epicatequina), se aforaron a 10 ml de
etanol y se agitaron con un agitador magnético. Se extrajo 1 plL de estas soluciones, se
aforaron y agitaron nuevamente en 10 ml de etanol puro. La absorbancia obtenida se
estudio por triplicado en el rango 250-600 nm, utilizando una celda de cuarzo de 1 cm.

8.2.1 Método 2,2-azino-bis (cido 3-etilbenzotiazolina-6 sulfénico) ABTS

El radical ABTS** se obtuvo mediante la agitacién magnética de una solucidon de ABTS 7.0
mM en agua destilada con persulfato potasico (2.45 mM) en la oscuridad durante 15
horas antes de su uso. La absorbancia de la solucion de ABTS** se ajustd con etanol para
obtener una lectura en el espectrofotdmetro de 0.70 a 753 nm a temperatura ambiente.

A continuacion, la solucién ABTS®* (1.0 mL) se mezclé con 0.5 mL de etanol y 0.5 mL de
epicatequina o poli(epicatequina) (2 mg/mL en agua destilada). La absorbancia se midié
a 753 nm al cabo de 6 min. Se utilizé agua destilada como blanco.

El nivel de inhibicién (%) de los radicales libres ABTS se calculd segun la ecuacion:
e g Ag—Aq
Inhibicion (%) = (A—) x100 (8)
0
donde A, es la absorbancia de la muestra de referencia sin antioxidantes, y A, es la ab-
sorbancia en presencia de epicatequina o poli(epicatequina) [120].

El nivel de inhibicion (%) de la absorbancia se calculé utilizando la curva estandar prepa-
rada con Trolox (% de nivel de inhibicién — concentracidn de Trolox en mM). El efecto de
la epicatequinay la poli(epicatequina) en la eliminaciéon de ABTS se denomina capacidad
antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) (Ver anexos 4y 5).

8.3 ANALISIS TERMICO GRAVIMETRICO (TGA)

Con este analisis térmico se determiné la pérdida de masa de las muestras hasta la des-
composicion del polimero, al someterlas a temperatura monitoreada y una atmésfera
especifica.

El instrumento mide la diferencia en flujo de calor entre la muestra colocada en el porta
muestras, y una referencia. Los termogramas obtenidos se examinaron en el software
TA Universal Analysis y los pardmetros que se utilizaron se muestran en la siguiente ta-
bla.

Tabla 1 Parametros utilizados para caracterizacion TGA.

Muestra Intervalo de | Velocidad de Gas
temperatura | calentamiento
Epicatequina 35-800 °C 10°C/min Nitrégeno
Poli(epicatequina) | 35-800 °C 10°C/min Nitrégeno
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9 ELECTROHILADO

9.1 DISENO DE EXPERIMENTOS FACTORIAL FRACCIONADO
Se utilizé un modelo factorial fraccionado 2¥7P, este disefio tiene 2 niveles, un nimero
de factores k igual a5, y un valor de p = 2. Con estos parametros, se obtuvieron 8 com-
binaciones; se realizaron los experimentos por triplicado, dando un total de 24 corridas.

Tabla 2 Factores con sus respectivos niveles.

Factores Niveles
Diferencial de potencial (kV) 15 25
Distancia de la aguja al colector (cm) 15 25
Didmetro de la aguja (G) 22 30
Concentracion % (m/v) 7.5 9.33
Razén de flujo (mL/h) 0.40 0.60

Tabla 3 Disefio de experimentos factorial fraccionado.

o BT Diferen.cial de Dis.tancia de la Al Concentracion Razon de flujo
potencial (kV) | aguja al colector % (m/v) (mL/h)
1 15 25 22 9.33 0.6
2 25 25 22 7.5 0.4
3 15 15 22 7.5 0.6
4 25 15 30 9.33 0.6
5 25 25 30 7.5 0.6
6 15 15 30 7.5 0.4
7 25 15 22 9.33 0.4
8 15 25 30 9.33 0.4
9 15 25 22 9.33 0.6
10 25 25 22 7.5 0.4
11 15 15 22 7.5 0.6
12 25 15 30 9.33 0.6
13 25 25 30 7.5 0.6
14 15 15 30 7.5 0.4
15 25 15 22 9.33 0.4
16 15 25 30 9.33 0.4
17 15 25 22 9.33 0.6
18 25 25 22 7.5 0.4
19 15 15 22 7.5 0.6
20 25 15 30 9.33 0.6
21 25 25 30 7.5 0.6
22 15 15 30 7.5 0.4
23 25 15 22 9.33 0.4
24 15 25 30 9.33 0.4
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9.2 PREPARACION DE LAS FIBRAS ELECTROHILADAS

La disolucion de PCL se prepard en 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) a una concentracién del
13% m/v, agitando durante 6 horas. La solucién de poli(epicatequina) se preparé disol-
viendo 40 mg de poli(epicatequina) en 2 mL de DCM y DMF en una proporcién 60/40
(v/v). Esta ultima disolucidn, se afiadié a la solucién de PCL para obtener disoluciones
finales de 7.5% y 9.33% (m/v). Se electrohilé 1 mL de polimero con las respectivas con-
diciones asignadas a cada una de las corridas.

9.3 DISENO DE EXPERIMENTOS FACTORIAL

Tabla 4 Factores y niveles del sequndo DoE.

Factores Niveles
Concentracion % (m/v) 10.8 9.33 13.8
Razén de flujo (mL/h) 0.2 0.3 0.4

Tabla 5 Disefio de experimentos factorial completo.

No. Experimento Concentracion Razon de flujo
% (m/v) (mL/h)
1 10.8 0.2
2 9.33 0.2
3 13.8 0.2
4 10.8 0.3
> 9.33 0.3
6 13.8 0.3
7 10.8 0.4
8 9.33 0.4
9 13.8 0.4

9.4 PREPARACION DE LAS FIBRAS ELECTROHILADAS

La solucion de PCL se preparé en DCM y DMF en una proporcién 60/40 (v/v) a una con-
centracion del 13% en peso, agitando durante 6 horas. La solucién de poli(epicatequina)
se preparo disolviendo 40 mg de poli(epicatequina) en 2 mL de DCM y DMF en una pro-
porcion 60/40 (v/v). Esta ultima disolucion se agité con la solucidn de PCL para obtener
disoluciones finales de 9.33% y 10.8% (m/v); a la solucion de 13% en peso de PCL, se le
afiadieron 40 mg de poli(epicatequina), obteniendo una concentracién de 13.8% (m/v).
Se electrohilé 1 mL de polimero con las respectivas condiciones asignadas a cada una de
las corridas.

10 CARACTERIZACION DE LAS FIBRAS ELECTROHILADAS

De las muestras electrohiladas se tomaron secciones rectangulares, las cuales fueron
recubiertas con oro en un equipo JEOL JPC-1100. La superficie se observd en un
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microscopio Leica, Stereoscan 440, operado a 20kV. Para analizar el diametro de las fi-
bras, se utilizaron 30 mediciones de dos muestras diferentes en el software ImageJ.

11 RESULTADOS

11.1 CONCENTRACION DE PROTEINA

., m Aincéanita ) (Concentracion standard)
Concentracion (m—‘i) _ Wincognita)

(9)

Astandard

Utilizando el promedio de 6 mediciones de absorbancia de la lacasa y de la proteina
standard, y sabiendo por las especificaciones de fabrica que la concentracién de la pro-
teina standard es de 0.3 mg/mL, se sustituyeron los valores:

ﬂ) __ (0.0571666)-(0.3 mg/mL)

Concentracion (
mL 0.351166

(10)
Por lo tanto:

Concentracion = 0,04883 mg/mL

11.2 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA LACASA
Se obtuvo la actividad enzimatica de la lacasa, a partir del grafico de los cambios de
concentraciones de disoluciones de ABTS contra la velocidad de oxidacion de ABTS me-

diado con lacasa (Anexo 1). De este se derivo la curva Lineaweaver-Burk (Anexo 2),
mol ]

computando una velocidad maxima de 8.8868E~%¢ Tomin
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llustracion 10 Grdfica de Michaelis-Menten.
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llustracion 11 Grafica de Lineweaver-Burk.

11.3 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER CON REFLECTANCIA
TOTAL ATENUADA (ATR-FTIR)
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llustracion 12 FTIR de la epicatequina.
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llustracion 14 Poli(epicatequina) en contraste con su forma monomeérica.

Se utilizé espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier para confirmar la poli-
merizacion de la epicatequina.

Se han reportado picos caracteristicos en el espectro FTIR que corroboran la forma po-
limérica de los flavonoides catequina [17], [119], [120], rutina [122], [123] y naringenina
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[124]; asimismo, de los polifenoles catecol, resorcinol e hidroquinona [125]: la banda
entre 3900-3000 cm™ corresponde a la formacién de vibraciones del enlace OH, la vi-
bracién de estiramiento de grupos arilo lo indica el rango de 1370-1250 cm™, aproxima-
damente en 1061 denota presencia de C-CO-C en cetonas. También se sefialan picos
caracteristicos de los grupos funcionales que se encuentran en la forma monomérica de
los flavonoides: en 1600-1450 vibraciones C=C de los grupos aromaticos, en 2900-2930
Ar-CHs asi como estiramientos del C-OH en 1165-1112.

En la llustracion 12 se muestran las regiones espectrales caracteristicas de la epicate-
quina, en la llustracion 13 se observan los grupos funcionales obtenidos de la poli(epi-
catequina), y en la llustracién 14 se superponen ambos espectros de absorcién.

Para la epicatequina, se presentan las vibraciones de estiramiento de los grupos hidro-
xilos a 3450 cm'?, el grupo -C=CH en 2931 cm™, las bandas en 1620 y 1520 cm™ corres-
pondientes a los grupos aromaticos, estiramientos olefinicos en 1438 cm™ y el grupo
éter en 1138, 1091y 1014 cm™™.

En contraste, las intensidades de las bandas de absorcidon entre 1.600 y 1.000 cm™ de la
poli(epicatequina) tendieron a debilitarse. De acuerdo a la explicacidon de Sun y colegas
[125], este comportamiento se debe a que los polimeros tienen grupos mas rigidos en
comparacion con los monémeros.

La banda ancha antes mencionada, caracteristica de los polimeros, se observa en el
rango de 3600-2500 cm?, confirmando los grupos funcionales hidroxilo de los compues-
tos fendlicos. La segunda banda notable es la que va de 1450 a 1353 cm™, correspon-
diente a vibraciones de estiramiento de grupos arilo. Asimismo, se anticipaban los picos
de C-CO-C, en este caso presente en 1138 y 1056 cm%; el cual se visualiza en el espectro
del mondmero, como una banda més pronunciada en 1138 cm™. Al obtener los picos
que laliteratura menciona como representativos de los polimeros a base de flavonoides,
se podria confirmar que se logré una polimerizacidn exitosa a poli(epicatequina).

11.3.1 Grado de conversidn de epicatequina a poli(epicatequina)

El grado de conversidn promedio de (-)-epicatequina a poli(epicatequina) fue del
79.75%, pudiendo indicar una buena eficiencia de la polimerizacion enzimatica. Se ha
llegado a obtener un 90% de conversidn para el caso de poli(catequina) [120].

Al final de la reaccidn polimérica, la disolucién adquirié un color marrdn oscuro, que se
le atribuye a la generacién de estructuras conjugadas derivadas de la polimerizacion por
oxidacion, y el cual ya se ha reportado como indicador de una reaccidon enzimatica ade-
cuada[125].
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llustracion 15 Resultado final de la reaccion enzimdtica.

11.4 ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE (UV-VIS)
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llustracion 16 Espectro UV-visible de la poli(epicatequina).

De acuerdo con la literatura, el mondmero de epicatequina exhibe una banda de absor-
cion en 250-300 nm. La formacién de una banda en 300-550 nm en el espectro de la
epicatequina oxidada por lacasa, podria confirmar que se obtuvo su forma polimérica.
Se ha documentado este pico amplio en reacciones de polimerizacidn enzimatica de epi-
catequina catalizadas por peroxidasa de rdbano [126], [127]. Asimismo, este rango de
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absorcién ha surgido en poli(catequina) obtenida en una reaccion polimérica mediada
por lacasa [119], a través de oligomerizacidn asistida por luz azul[17], y en poli(naringe-
nina) sintetizada por reaccion de reticulacién[124].

Malgorzata Latos-Brozio et al [120] sefalan que este pico es caracteristico de la forma
polimérica de los flavonoides; Ferdinando Francesco Bruno et al [127] indican que este
es debido a que los componentes de la poli(epicatequina) tienen estructuras conjuga-
das, mientras que Malgorzata Latos-Brozio y Anna Masek interpretan el rango de 370-
470 como indicador de catequina oligomérica [17], [124].

11.4.1 Método 2,2-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6 sulfénico) ABTS

La forma polimérica de la epicatequina exhibié una actividad antioxidante 9.46% mayor
aladel monémero (83.08%; TEAC 551 mmolT/100g). El valor de la actividad antioxidante
de la poli(epicatequina) es bastante similar con el obtenido por Malgorzata Latos-Brozio
y colegas para la poli(catequina)[120], sin embargo la epicatequina presenta un porcen-
taje de inhibicién de radicales libres ABTS en cantidades similares a la del polimero
(73.62%; TEAC 476.45 mmolT/100g).

84 83.08

(o]
N

0]
o

~
(o]

76

74 73.62

Inhibicidn de ABTS (%)

72
70

68
Epicatequina Poli(epicatequina)

llustracion 17 Actividad antioxidante de los flavonoides.

11.5 ANALISIS GRAVIMETRICO TERMICO (TGA)
El analisis de la pérdida de peso en funcion de la temperatura se realizé para epicate-
quina y poli(epicatequina).

El termograma TGA exhibe la pérdida de peso de epicatequina en dos intervalos entre
los 200-320 °C, posterior a esto se degrada gradualmente; este comportamiento coin-
cide con lo que se ha reportado en otras publicaciones [128]—-[130].
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llustracion 18 Curva TGA de la poli(epicatequina)

Para la poli(epicatequina), se observé una primera pérdida del 7% de masa a 106.17°C.
A 245.13°C, se observa la segunda caida de masa con un valor del 9.7%, a partir de este
momento, comienza la desintegracién del polimero [98]. El polimero se desintegro a la
mitad de su masa, a una temperatura de 529.63 °C.

La muestra de epicatequina, tiene un comportamiento térmico ligeramente mejor que
la de su polimero; su desintegracion comienza a los 317.90°C; la pérdida de la mitad de
la masa se alcanza a los 598.85°C. De acuerdo con la literatura, la catequina y su forma
polimérica alcanzan el 50% de degradacién a los 613°Cy 730°C, por lo que estos tienen
menor estabilidad térmica que la que consiguieron a través de una reaccién de enlace
cruzado [120].

11.6 FIBRAS ELECTROHILADAS

11.6.1 Disefo de experimentos 1

Uno de los polimeros biodegradables mas populares es la PCL, que posee la aprobacién
de la FDA para su uso en diversas aplicaciones biomédicas. Aunque la PCL tiene una baja
tasa de degradacidn en solucidén acuosa y respuestas limitadas de adhesidn y prolifera-
cion celular, también proporciona una alta rigidez a los andamios que genera [134],
[135]. Por lo tanto, se propuso PCL y poli(epicatequina) con la proyeccidon de manufac-
turar fibras con cualidades mecanicas y fisicas mejoradas junto con una biocompatibili-
dad aceptable al incorporar ambos polimeros.

Los parametros y solventes utilizados se escogieron con base en el estudio de Miranda
Buendia (2022) et al.; en este, se prueba por primera vez el electrohilado exitoso de
andamios de epicatequina/PCL en TFE [128]; en diversas publicaciones se ha utilizado
TFE y la mezcla de DCM/DMF como solventes satisfactorios de PCL [136]—-[140].

Las variables elegidas para ver su impacto en la formacion de las fibras fueron: el flujo
de alimentacion, la diferencia de potencial, la distancia desde el inyector al colector, el
diametro de la aguja, la proporcion de polimeros y solventes; al ser los parametros que
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influyen en la morfologia, alineacion y la aparicion de defectos en las fibras electrohila-
das.

La microscopia dptica se implementd como método de evaluacion rdpida para visualizar
si las fibras obtenidas tenian las caracteristicas adecuadas, asi como para observar el
efecto de los pardmetros de electrohilado en la calidad de las fibras en formacién.

Se ponderd la calidad de las fibras, con el siguiente criterio:

Tabla 6 Criterios de evaluacion de calidad de las fibras.

Cali
Perlas Salpicaduras @ |.dad de
fibras
Presencia . Presencia Presencia | Sin salpica-
Sin perlas .
de perlas excesiva moderada duras
v X v 4 X Rango 0-3

En donde se incrementa en 1 punto el valor de calidad de las fibras si:

e Tiene fibras mayormente ordenadas y alineadas.
e Las fibras se encuentran conectadas y sin grietas o rupturas entre ellas.
e Los parametros son propicios para generar abundante cantidad de fibras.

llustracion 19 Muestra 1.

Por ejemplo, en la muestra 1:

e Se presentan fibras enredadas y otras onduladas (por lo que se asigné puntaje
0).

e Hay fibras que se visualizan rotas (0 puntos sumados).

e Se generan numerosas fibras (se afiade un punto).
Lo que genera una suma total de 1 en calidad de fibras.

Tabla 7 Evaluacion de las fibras: primer DoE.

No. Experimento Perlas Salpicaduras Calidad de fibras
v v 1
v v 0
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Las imagenes de las fibras vistas al microscopio éptico se muestran en las ilustraciones
20 y 21. En la llustracién 20, las primeras dos columnas de imagenes corresponden a
fibras elaboradas con disoluciones al 7.5% en porcentaje masa-volumen entre polimeros
y solventes. Las dos columnas restantes muestran los resultados al hilar con disoluciones
el 9.33% (m/v). La fila superior de imagenes corresponde a muestras hiladas a 15 kV,
mientras que la fila inferior corresponde a las fibras hiladas a 25 kV. En la llustracién 21,
se visualizan las mismas micrografias, pero posicionando en las columnas las muestras
hiladas a velocidades de flujo de 0.4 y 0.6 mL/h; en la fila superior se posicionaron las
muestras electrohiladas en un colector a 15 cm de la aguja, y en fila inferior las fabrica-
das a 25 cm de la aguja.

Se enmarcé en color verde las imagenes que mostraron mejores caracteristicas, en rojo
las fibras no adecuadas y en amarillo las de calidad media de acuerdo con la tabla 6. La
numeracion en el angulo inferior derecho de las imagenes es el nimero de experimento;
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se enmarcé en azul los nimeros de muestra hilados con aguja 22 G y en rosado los hila-
dos con aguja 30 G.

7.5% (m/v) 9.33% (m/v)

llustracion 20 Diferencia de potencial vs proporcion masa volumen de polimero respecto a los solventes.

0.4 mL/h 0.6 mL/h

15cm

25cm

A
7

4% C)
.9?4/’

L
A 1
A K U

/¢

llustracion 21 Distancia aguja-colector vs tasa de flujo.

Previo al proceso de electrohilado, se probo la solubilidad de PCL y de poli(epicatequina)
en TFE y DCM/DMF, los cuales logran formar disoluciones homogéneas por separado.
Sin embargo, cuando se mezclan, al poner en marcha esta técnica de formacién de fibras
la cual dura 100-150 minutos o mas, dependiendo la tasa de flujo, obstrucciones de la
aguja u otros incovenientes, la solucidn se torné opaca y gradualmente se precipité la
poli(epicatequina). Este inconveniente fue observado al electrohilar PCL/gelatina con
TFE por Feng y colaboradores [141], quienes confirmaron una separacién de fases me-
diante analisis de dispersién dindmica de luz y atribuyen esto a que el comportamiento
individual de un polimero se ve afectado al interaccionar con el otro; al agregar acido
acético a la solucidén, lograron una solucién éptima con conductividad eléctrica y visco-
sidad ideales para electrohilar.

Como resultado, en la mayoria de los experimentos se obtuvieron fibras aperladas y con
muchos defectos de salpicadura, lo cual coincide con lo documentado por Feng et al, sin
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embargo, algunas condiciones permitieron la formacién de fibras uniformes y sin defec-
tos.

Las condiciones de 15 kV, 15 cm, aguja 22G, 7.5% (m/v), 0.6 mL/h resultaron las mas
adecuadas y consistentes, al haber cumplido el criterio de repetibilidad en dos corridas
de las tres realizadas; en ambas muestras se presentan abundantes fibras colectadas y
semi alineadas; sin embargo, en zonas mas densas aparecen cuentas en una de las co-
rridas (experimentos 3y 11) (llustracién 22).

llustracion 22 Micrografias de experimentos a) Muestra No. 3, donde se visualizan fibras mds ordenadas y alineadas.
b) Muestra No.3 en diferente zona, donde se conserva la forma alargada y alineada de fibras. c) Muestra No. 11,
fibras ordenadas y alineadas. d) Muestra No. 11 en zona de abundantes fibras pero con numerosas cuentas.

Los factores de diferencial de potencial y distancia entre aguja y colector adecuados
coinciden con los publicados por Castillo-Ortega [130], quien electrohild fibras de epica-
tequina/PVP; de igual manera concuerda el diferencial de potencial manejado por Mi-
randa-Buendia [128] al emplear epicatequina, PCLy TFE.

Las muestras de este primer DoE, fueron analizadas mediante SEM. Se seleccioné una
muestra de las tres que se fabricaron para cada combinacién de parametros.
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Tabla 8 SEM de las muestras seleccionadas.

Mues- Parimetros Dlametrg promedio de las SEM (5000x)
tra fibras (nm)
625.55 £460.10
15kVv,25cm, | .
1 0.6 mL/h,
22 G,9.33% N
(m/v) . I
2 ’—
° Dlarr:etm de las ﬁ;;s {nm)
962.54 £ 607.16
25kV, 15 cm, 7
4 0.6 mL/h,
30G, 9.33% ‘é
(m/v) -
) [ |
P e
565.5 £ 402.35
15kV, 15 cm, .
0.6 mL/h, i
11 22G,7.5% _1
(m/v) )
] | [
! Dmmetmd;lasﬂ;mstn:n) ‘ !
340.94 £ 247.24
15kV, 15¢cm, |
0.4 mL/h, £
141 306,7.5% £.
(m/v)

o

] ]

200 400 500 800
Didmetra de las fibras (nm)
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15kV, 25 cm,
0.4 mL/h,
30G, 9.33%

(m/v)

260.91 £ 81.75

Numero de fibras
w B owm @ o~

O

150

200 250 0
Diametro de las fibras (nm)

18

25kV, 25 cm,
0.4 mL/h,
22 G, 7.5%
(m/v)

@

Nomero de fibras
@

&

1976.86 £ 673
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lustracion 23 Muestras SEM de las fibras obtenidas para diferente combinacion de pardmetros generados por DoE.

Las fibras con menor didametro fueron obtenidas a 15 kV, 25 cm, 0.4 mL/h, con una aguja
30 G y una relacién del 9.33% (m/v) (llustraciéon 23 e.); su histograma muestra una dis-
tribucién simétrica y presentan mayor homogeneidad en cuanto al tamafio de la fibra,
al ser las condiciones que generaron menor desviacion estandar.

Las condiciones de 15 kV, 15 cm, 0.6 mL/h, aguja 22 Gy 7.5% (m/v) fueron las que pare-
cian fabricar las mejores fibras en el estudio con microscopia dptica; al observarlas me-
diante SEM, se observan menos defectos de fibras y didmetros pequefios, en relacion
con las otras muestras (llustracion 23 c.).

Se ha reportado mayormente que diferenciales de potencial altos aumentan la fuerza
de repulsion electrostatica sobre la solucidn polimérica, facilitando el estiramiento de Ia
fibra y conduciendo a didmetros mas estrechos [142]. Sin embargo, algunos estudios
han descrito el efecto contrario, argumentando que el aumento de la diferencia de po-
tencial puede causar una disminucidn en el tiempo de viaje entre la boquilla y el colec-
tor, lo que reduce el efecto “latigazo”. Durante el proceso de latigazo, las fuerzas de
carga internas y externas provocan el movimiento de oscilacion del chorro de liquido en
direccién al colector. Este movimiento permite que las cadenas poliméricas de la solu-
cion se estiren y se deslicen una sobre otra, lo que da lugar a la creacidn de fibras con
diametros pequefios [43]. En este caso, la diferencia de potencial mas baja parece ser la
Optima para generar nanofibrillas.

Las tres muestras con fibras mas delgadas fueron generadas con la tasa de flujo de 0.4
mL/h (llustracion 23 d., e., h.). Esta es una variable clave, ya que, si el caudal es insufi-
ciente, la forma del cono de Taylor no se mantiene y no resiste la fuerza de Coulomb
para producir un chorro estable. Por otro lado, a altas velocidades de flujo, se expulsa
una mayor cantidad de solucién, con un periodo de tiempo muy corto para evaporar el
disolvente y estirar el chorro, aumentando el diametro medio de las fibras; esto se
puede corroborar en las muestras 4 y 21, hiladas a 0.6 mL/h (llustracion 23 b., g.). Se
prefieren tasas de flujo bajas que permitan la evaporacién del disolvente y la diferencia-
cion del chorro en fibras [143]—[145].
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11.6.2 Disefio de experimentos 2

Al realizar un segundo disefio de experimentos, el diferencial de potencial y la distancia
aguja-colector se operaron como variables constantes. Al sélo utilizar DCM/DMF como
solventes, se indagaron las condiciones éptimas para electrohilarlos con PCLy se encon-
tré que el porcentaje de polimero y la tasa de flujo son los que parecen tener mayor
influencia en las caracteristicas de las fibras [138], [140]. Asimismo, varios estudios con-
vergen en velocidades de flujo mas bajas en el rango de los 0.1-0.2 mL/h, proporciones
de PCL arriba del 10%, y diferencia de potencial de 15 kV o menores [138]-[141], [146];
por lo que se utilizé una mayor proporcién de PCL y tasas de flujo mas lentas en la se-
gunda fase de pruebas.

En el segundo DoE, la mayoria de las fibras obtenidas resultaron sin perlas y con pocas
salpicaduras; algunas muestras presentan salpicaduras por errores operativos por el
continuo detenimiento de la bomba.

Tabla 9 Evaluacion de las fibras: segundo DoE.

No. Experimento Perlas Salpicaduras Calidad

ol |N|lo|lu|slw|n|k
AN NENES RN N NN ES
N I N ENE E NN RN E NN I N 0

AN I I N B I I I

llustracion 24 Micrografias de experimentos a. No. 4 b. No. 6.
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llustracion 25 Micrografia experimento No. 1.

Las muestras con mayor dosis de poli(epicatequina) exhibieron fibras alineadas y sin
perlas (13.8% (m/v), 0.2 y 0.3 mL/h) (llustracidn 24), sin embargo, se deposité un menor
volumen de estas; por un lado, al ser las soluciones con mayor porcentaje de polimeros
y a las posibles interacciones de enlaces de hidrégeno entre PCL y poli(epicatequina), la
viscosidad es mayor y resulté en fibras bien formadas. En contraste, se ha reportado que
al incrementar el contenido de catequina, se depositan menos fibras en el colector
[147], [148]. Shao et al [149]. encontraron que, al agregar catequinas la conductividad
eléctrica de la solucién disminuye, debido a la propiedad que tienen los compuestos
antioxidantes de formar enlaces con iones metalicos. Esto se podria traducir en insufi-
ciente tension superficial en la gota de polimero para formar el cono de Taylor y, a su
vez, producir pocas o ninguna fibra. Las condiciones del experimento 1 (llustracién 25)
se encuentran entre las de mejor desempeiio, al generar fibras lisas, sin perlas y sin de-
fectos de salpicaduras (10.8% (m/v), 0.4 mL/h), esto podria deberse a que el porcentaje
de PCL fue mayor vy, por lo tanto, la viscosidad incrementé. Debido a que en todos los
experimentos de ambos DoE se utilizé un colector plano, las fibras no se encuentran
orientadas de manera paralela, esto se podria mejorar al utilizar un colector rotatorio
[150]-[152].

12 CONCLUSIONES

Se obtuvo poli(epicatequina) por reaccidn enzimatica con lacasa y con epicatequina
como mondmero y se confirmé la sintesis, al realizar espectroscopia UV-Vis se muestra
un pico amplio en 300-550 nm en el espectro. Adicion a esta caracterizacion para con-
firmar la sintesis de la poli (epicatequina) se realizé un estudio con ATR-FTIR y en el es-
pectro se observé una banda ancha en el rango de 3600-2500 cm™ correspondiente a
los grupos funcionales hidroxilo, una segunda banda en 1450 a 1353 cm™, correspon-
diente a vibraciones de estiramiento de grupos arilos, y entre 1138 y 1056 cm™ se visua-
lizan los picos de C-CO-C. Se ha reportado que los picos anteriormente mencionados son
representativos de la forma polimérica de los flavonoides. Ademas, las intensidades de
las bandas de absorcion ATR-FTIR entre 1.600 y 1.000 cm™ de la poli(epicatequina) ten-
dieron a debilitarse, posiblemente por la rigidez de los grupos funcionales del polimero.
Estas diferencias respecto al espectro de la epicatequina, las cuales se mencionan en la
literatura, son indicios de la obtencidn de poli(epicatequina).

El grado de conversion de epicatequina a poli(epicatequina) fue de 79.75%.
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El comportamiento antioxidante de la poli(epicatequina) fue satisfactorio: mostrd un
83.08% de inhibicién de radicales de ABTS, 9.46% mayor al de la epicatequina. Sin em-
bargo, sus propiedades térmicas no mejoraron; al someterlo a altas temperaturas con
calorimetria TGA, alcanzé una pérdida de la mitad de su masa a los 529.63°C, mientras
gue la epicatequina logrd la mitad de su desintegracion a los 598.85°C.

Se logré electrohilar fibras de poli(epicatequina) con PCL, utilizando TFE, DCM y DMF
como solventes; las mejores condiciones fueron una relacién entre polimeros y solven-
tes del 7.5%, una diferencia de potencial de 15 kV, 15 cm de distancia entre la aguja y el
colector, una tasa de flujo de 0.6 mL/h y una aguja 22 G. Mediante SEM, se verificd la
presencia de cuentas, pero en pequeiias cantidades en comparacion con las otras mues-
tras. Las fibras con didmetro mas pequefio y mayor homogeneidad fueron obtenidas a
15 kV, 25 cm, 0.4 mL/h, con una aguja 30 G y 9.33% (m/v). Al haber obtenido defectos
de superficie en la mayoria de las fibras, se realizé un segundo disefio de experimentos,
en el que las fibras mas lisas, sin cuentas o salpicaduras se lograron al 10.8% (m/v) y 0.2
mL/h; en esta segunda fase de experimentos se mantuvieron constantes los 15 kV, 15
cm y aguja 30 G.
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13 ANEXOS

13.1 ANEXO 1. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA LACASA

A través de espectroscopia UV-Vis se midid absorbancia a través del tiempo de la oxida-
cién de ABTS mediado con lacasa, permitiendo calcular la diferencia de absorbancias
[Aa] que hubo en el tiempo inicial [Ao] y el tiempo final [Af] del experimento, el cual durd
10 minutos.

Tabla 10 Parametros utilizados para medicion de actividad enzimdtica de la lacasa.

0.194318 0.388636 0.97159 1.3602 1.55454 1.94318
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
Ao 0.1016 0.17235 0.2611 0.3930 0.40255 2.0788
As 1.32075 1.8225 2.4812 3.1048 3.15875 4,92995
JAY 1.21915 1.6501 2.2201 2.7118 2.7562 2.85115
-l
ECL'\_/J] 36000 36000 36000 36000 36000 36000
b [cm] 1 1 1 1 1 1
t [min] 10 10 10 10 10 10
A 0.121915 0.16501 0.22201 0.27118 0.27562 0.285115
¢ . 3.3865E0% 4.58361E06 6.167E706 7.533E706 7.656E06 7.92E06
M/min]
Donde:
A= ATA (12)
A
c = E (13)

La expresidn para obtener la concentracion molar por minuto de las disoluciones deriva
de la ley de Lambert Beer:

A =¢ebc (14)
Donde:

A =Cambio de absorbancia por minuto

€ =Coeficiente de extincién molar (constante, 3600 L mol™* cm™ para ABTS)
b =Longitud de la cubeta por donde pasa el haz luminoso [1 cm]

¢ =Concentracién de las soluciones [M/min]

Los cambios de concentraciones de las soluciones de ABTS se graficaron contra las velo-
cidades de reaccion, para obtener el diagrama de Michaelis-Menten.
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Tabla 11 Concentraciones ABTS y velocidades de reaccion.

Vo

Slmbt [M/min]
0.194318 3.3865E%
0.388636 4.5836E°
0.97159 6.1669E0°

1.3602 7.5328E0°
1.55454 7.6561E70°
1.94318 7.9199E06

13.2 ANEXO 2. DIAGRAMA LINEAWEAVER-BURK
El diagrama Lineaweaver-Burk se obtiene de los reciprocos del cambio de concentracién
de sustrato y del cambio de concentracién por minuto.

Tabla 12 Reciprocos del cambio de concentracion de sustrato y del cambio de concentracion por minuto.

1/[S] 1/Vo
5.146203646 295287.7
2.573101823 218168.596
1.029240729 162154.858
0.735186002 132753.153
0.643277111 130614.614
0.514620365 126264.841

Una vez calculada la ecuacion de la recta obtenida de la cinética enzimatica:
y = 36657x + 112526 (15)

La ecuacion:

ok o Rl
Se puede visualizar como la ecuacién de una recta:
y=mx+b (17)
Por lo que:

b = (18)

Vmax

Se puede determinar V,,,, reordenando la expresion anterior:

1
Vinax = b (19)
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1
Vinax = 112526 (20)

mol ]

M
— -06 — -06
Voax = 8.8868E [ in] 8.8868E " |——

Este valor se interpreta como el nimero de moles de producto que se producirian cada
minuto si la celda con la disolucién de lacasa, ABTS, buffer acetato de sodio y agua des-
tilada donde se llevo a cabo la reaccién enzimatica, tuviera un volumen de 1 L.

En el experimento llevado a practica, la celda contenia 2600 uL totales de disolucidn,
compuesta de 300puL de lacasa, ABTS, buffer acetato de sodio y agua destilada.

Por lo tanto, para este volumen, la velocidad maxima se calcula:

8.8868E 06 ["‘—"l] -[0.0026 L] = 2.31E~°8 [m—‘”] (21)
L-min L-min

La sintesis de poli(epicatequina) requeria de 2U/ml de disolucién total de acetona con
buffer acetato de sodio.

La actividad enzimatica se provee en Unidades Internacionales o en Unidades [U] [153],
donde:

1w=1%" (22
min

Por lo que para determinar las 2U/ml necesarios para fabricar el polimero, se es-
. - mol . . . .
tandarizaron los 2.31E7%8 [m] a Unidades Internacionales simplemente realizando

una conversién de unidades y se calculd la actividad enzimatica para 1 [L] de disolucién
de lacasa.

Sabiendo que 300 pL de disolucién de lacasa producen 2.31E~98 [%], el calculo para
1 [L] se realiza:

mol

2.31E798

[t = 77019 B[] (23)
L-min 300 E L L-min
La conversion de unidades se determind de la siguiente manera:

umol

7.7019 E-95 [%] = 77.01 [ ] = 77.01 [U] por litro de de enzima  (24)

L'min

Una vez obtenida la actividad enzimatica de la lacasa, se puede calcular cuantos mg de
lacasa se necesitan en funcion de la cantidad de poli(epicatequina) que se quiera fabricar
y, por lo tanto, del nimero de mililitros de solventes que se requieren para sintetizarla.

En este caso, se calculaba la lacasa necesaria, partiendo de que 1 [L] de lacasa posee una
actividad enzimatica de 77 [U]; para este procedimiento se requiere 2 [U] por mililitro;
y la concentracion de proteina que se obtuvo, fue 0.0488 mg de proteina por cada mili-
litro de disolucién de enzima.
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13.3 ANEXO 3. GRADO DE CONVERSION

Como valor de referencia interna, se utilizé la banda del grupo aromatico C=C, presente
en todos los flavonoides; en este caso, tanto en la epicatequina, como en la poli(epica-

tequina).

Para calcular el grado de conversién, se tomaron dos de los picos caracteristicos que
resultan de polimerizar la epicatequina: el pico del grupo arilo y el del grupo éter [120].

hi346

h1612poll(eplcatequlna) 000010719
DC (%)Arilo = — 1 )x100% = | 50050

hi3s46
hrie1 eplcatequlna 0.0107

DC (%) arito = 71%

Zizigpoll(epwatequma)
0, , —
DC (A))Eter - h1138

hie1s

—=2Sepicatequina 0.4265

DC (%)g,er = 88.5%

13.4 ANEXO 4. CURVA DE CALIBRACION

- 1) x100% (25)

90 -
9
? 804
m
<
®©
O 704
©
©
1))
T 60-
C
o
(&)
2
‘T 50
<
y =25.348x + 13.231
44 ° R2 = 0.9576
I T I T T T T T
1.0 15 2.0 25 3.0

Concentracion de trolox [mM]

llustracion 26 Curva de calibracion.

13.5 ANEXO 5. CALCULO DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Con base en la ecuacion:

0.0657
1> x100% = <8‘;§3§ — 1> x100% (26)
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(%) de Inhibicion = (%) x100 (27)
0

Y utilizando las absorbancias de la celda control donde no se tenia flavonoide como A,
y tomando como A, el promedio de 2 medidas de absorbancia a los 6 minutos de reac-
cién de epicatequina o poli(epicatequina) con el radical ABTS, se sustituyo:

0.677-0.1145
0.677

(%) de Inhibicionyor(epicatequin) = ( )x100 (28)

(%) de Inhibici()npoll-(epicatequina) = 83.08%

0.677-0.18
0.677

(%) de Inhibicion,picatequing = ( )xlOO (29)

(%) de Inhibicionpicatequing = 73-62%

De la ecuacién de la recta de Trolox se despeja x y se sustituye el valor del porcentaje de
inhibicidn obtenido y se resuelve la ecuacion.

y =25348x +13.231  (30)

_ y-13.231

x 25.348 (31)
Para la poli(epicatequina):
_ 83.08-13.231 (32)
25.348

x = 2.755 [mM] = 2,755 [uM]

Se despeja C2 de la siguiente ecuacién y se introducen los términos conocidos en la
ecuacion:

C1V1 = C2V2 (33)
2= (34)
V2

Donde:

C1 = Actividad antioxidante equivalente a Trolox en el volumen total de la celda

V1 = Volumen total de la celda = 2mL

V2 = Volumen de la solucién de poli(epicatequina) empleado en la celda = 0.5 mL

C2 = Actividad antioxidante equivalente a Trolox en el volumen de solucidn de poli(epi-

catequina) empleado en la celda (0.5 mL)

c2="" (35)
V2

_ (2,755 [uM])(2 [mL])
N (0.5 [mL])

€2 =11,020 uM

C2

(36)

C2 = 1,102umol de trolox /100 mL de solucion de poli(epicatequina)
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Para expresar el resultado por 100g de poli(epicatequina) se emplea la siguiente rela-

cion:

1,102umol de trolox 10 mL de solucidn de poli(epicatequina)

X
100 mL de solucidn de poli(epicatequina) 0.02g de poli(epicatequina)

= 5,510 umol equivalente a trolox/g de poli(epicatequina)

= 551,000 umol/100g = 551 mmol/100g

Para la epicatequina:

_ 73.62-13.231
T 25348

x = 2.3823 [mM] = 2,382.30 [uM]

(38)

2 = (2,382.30[uM1)(2 [mL])
(0.5 [mL])

€2 = 9,529.20 uM

(39)

C2 =952.92umol de trolox/100 mL de solucién de epicatequina

Para expresar el resultado por 100g de epicatequina:

952.92umol de trolox 10 mL de solucién de epicatequina

100 mL de solucién de epicatequina 0.02g de epicatequina
= 4,764.50 umol equivalente a trolox/g de epicatequina

= 476,450 umol/100g = 476.45 mmol/100g

13.6 ANEXO 6. FIBRAS ELECTROHILADAS: PRIMER DOE

Tabla 13 Micrografias del primer DoE.

(40)

(37)

Corrida 1 9 17
Pardmetros 15 kV, 25 cm, 0.6 mL/h, 22 G, 9.33% (m/v)

Corrida 2 10 18
Pardmetros 25kV, 25 cm, 0.4 mL/h, 22 G, 7.5% (m/v)
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Corrida

Parametros

Corrida
Parametros

Corrida 13 21
Pardmetros 25kV, 25 cm, 0.6 mL/h, 30 G, 7.5% (m/v)

Corrida 14 22
Parametros 15 kV, 15 cm, 0.4 mL/h, 30 G, 7.5% (m/v)
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Corrida

Parametros
Corrida 16 24
Parametros

13.7 ANEXO 7. FIBRAS ELECTROHILADAS: SEGUNDO DOE

Tabla 14 Micrografias del segundo DoE

Corrida 1
Parametros 10.8% (m/v), 0.2 mL/h

Corrida 2
Pardmetros 9.33% (m/v), 0.2 mL/h
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Corrida

3

Parametros 13.8% (m/v), 0.2 mL/h
Corrida 4
Parametros 10.8% (m/v), 0.3 mL/h
Corrida 5
Parametros 9.33% (m/v), 0.3 mL/h
Corrida 6
Parametros 13.8% (m/v), 0.3 mL/h
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Corrida

Parametros

Corrida

Parametros

Corrida

Parametros
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