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RESUMEN

En esta investigacion se estudio la cinética de la hidrolisis enzimatica de los
compositos mezclados y soportados de poliuretano poroso/hidroxiapatita. Las enzimas
empleadas para la hidrolisis fueron la papaina, ureasa y esterasa debido a que estas enzimas
han presentado alguna especificidad sobre algun tipo de enlace en el poliuretano. La cinética
fue estudiada mediante la aplicacion diversas ecuaciones cinéticas para orden 1, 1,5y 2,
respectivamente, y se corroboro el orden de reaccién mediante la simulacion con el software
HYPER, el cual correspondid al primer orden de reaccidn, debido a que las constantes de
velocidad son muy similares a diferentes periodos de tiempo.

Palabras claves: cinética, materiales reforzados, enzimas, hidroélisis, poliuretano
poroso/hidroxiapatita.

ABSTRACT

In this research the kinetics of the enzymatic hydrolysis of the blended and supported
composites of porous polyurethane/hydroxyapatite were studied. The enzymes used were the
papaine, urease and esterase because these enzymes have presented some specificity on some
bond type in the polyurethane. The kinetics was studied by means of the application different
kinetic equations for order 1, 1.5 and 2, respectively, and corroborates the reaction order by
means of the simulation with the HYPER software, which corresponded to the first reaction

order, because the speed constants were very similar to different periods of time.

Keywords: Kinetics, composite, enzymes, hydrolysis, polyurethane/hydroxyapatite.
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1. INTRODUCCION

Las enzimas, en los sistemas biolégicos constituyen las bases de las complejas y
variadas reacciones que caracterizan los fendmenos vitales [1] y algunas de ellas catalizan la
hidrolisis de los materiales, la cual se produce cuando el polimero tiene principalmente
enlaces inestables y algun grado de hidrofilia. La caracteristica principal de una reaccién
catalizada enzimaticamente es que ocurre en un lugar especifico del enzima, es decir, el sitio
activo. La molécula fijada en el sitio activo y sobre la que actia el enzima se denomina
sustrato. La interaccion de la enzima con el sustrato (reactivo), para formar un complejo
intermediario, posteriormente, la descomposicion del complejo intermediario para formar los
productos y regenerar la enzima [2].

Por otro lado, uno de los enfoques utilizados para el desarrollo de materiales a ser
potencialmente utilizados como sustitutos de hueso, es por medio de materiales compuestos
tipo esponja con una estructura celular interconectada [3,4].

Después de la obtencion de materiales biocompatibles, es necesario efectuar pruebas
de estabilidad “in vitro™ o *“in vivo™ para disefiar sus aplicaciones futuras. Debido a esto, en el
presente trabajo se describe la comparacién de la hidrdlisis enziméatica de materiales
compuestos hechos con poliuretano e hidroxiapatita, en dos modalidades, mezclada y
soportada, con la finalidad de analizar las diferencias en el método de obtencion de estos

biomateriales y su estabilidad relativa.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Pruebas de hidrdlisis enzimética de los materiales compuestos. En diferentes
soluciones tampdn se adiciond cada enzima en concentraciones de 0,1% de la enzima
especificada. Los materiales reforzados (“‘composites”) de 0,1 g se colocaron en viales
previamente esterilizados, agregando posteriormente 15 mL de la solucion tampdn con la
enzima. Posteriormente se incubaron los viales a temperaturas que se muestran en la Tabla 1

(temperaturas de reaccion), siendo el tiempo de incubacién de 15 dias [5].

Tabla 1. Caracteristicas de las diferentes enzimas utilizadas.

Nombre comercial Papaina Ureasa Esterasa
Enzima Proteasa Hidrolasa Hidrolasa
Fuente Latex de papaya | Habas Higado de cerdo
pH 6 8 8
Temperatura de reaccion (°C) 60 25 25
Marca Aldrich Fluka Aldrich
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2.2. Cinética enzimatica mediante ecuaciones cinéticas. En la Tabla 2 se muestran las
ecuaciones que representan los ordenes de reaccion (1, 1,5y 2) para la hidrolisis enzimatica
de los materiales reforzados mezclados y soportados con 15 y 30% de hidroxiapatita,
respectivamente. Ademas, para corroborar el orden de reaccion se llevé a cabo la aplicacion
del método diferencial y la simulacion mediante el software Hyper [6]. EI Hyper es un
programa de aplicacion bioldgica, el cual se emplea para determinar las constantes cinéticas
de las reacciones enzimaticas. Realiza analisis cuantitativos de la actividad enzimética asi

como célculos de Michaelis - Menten.

Tabla 2. Ecuaciones representativas de los drdenes de reaccion para estudios cinéticos.

Orden 1 Orden 1,5 Orden 2
1 1 K.t 1 1 K.t
Ln [S] = Ln [SO] - Kt [5]0,5 - [S ]0,5 B 7 ﬁ - m - 7
0

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Porcentajes de la hidrdlisis enzimatica de los materiales compuestos. En las
Tablas 3 a 5 se muestran los pesos de los materiales reforzados mezclados y soportados con
15 y 30% de hidroxiapatita, a diferentes tiempos de la hidrélisis, mediante las enzimas
papaina, ureasa y esterasa.

Tabla 3. Pesos de los materiales reforzados después de la hidrélisis
mediante la enzima papaina.

Materiales reforzados | Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 15

g g g
0,9770 0,9502 0,9403

0,9809 0,9624 0,9568
0,9788 0,9594 0,9524
0,9815 0,9721 0,9692

Mezclados 15%
Mezclados 30%
Soportados 15%
Soportados 30%

Rl Rla

Tabla 4. Pesos de los materiales reforzados después de la hidrolisis
mediante la enzima ureasa.

Materiales reforzados Dia0 Dia 5 Dia 10 Dia 15

g g g g
Mezclados 15% 1 0,9787 0,9588 0,9497
Mezclados 30% 1 0,9832 0,9744 0,9682
Soportados 15% 1 0,9811 0,9745 0,9695
Soportados 30% 1 0,9833 0,9780 0,9712
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Tabla 5. Pesos de los materiales reforzados después de la hidrolisis
mediante la enzima esterasa.

Materiales Dia0 Dia 5 Dia 10 Dia 15
reforzados (9) (9) (9) (9)

Mezclados 15% 1 0,9806 0,9624 0,9529
Mezclados 30% 1 0,9852 0,9778 0,9694
Soportados 15% 1 0,9834 0,9752 0,9719
Soportados 30% 1 0,9868 0,9807 0,9771

3.2. Andlisis de las ecuaciones cinéticas de los materiales compuestos.

3.2.1. Enzima papaina. En las figuras 1y 2, en donde se observan las ecuaciones de la
linea recta, de la cuales se obtienen la constante de velocidad de reaccion que es representada
para los ordenes uno y dos por el valor de las pendientes, mientras que para el orden 1,5 la
velocidad de reaccion es igual a dos veces el valor de la pendiente, ademas se presentan los
coeficientes de las correlaciones de reaccion correspondientes a los compositos mezclados y
soportados con 15 y 30% de hidroxiapatita, respectivamente, mediante la enzima papaina,
determinandose que la hidrolisis se ajusta al orden 1 debido a que las correlaciones no

presentan cambios significativos.

b)
15 ¥ y = 0,1229%+ 08835 15 ——CROEN y=00313 +1.03%
R'= 0g341 —CRIEN15 R
— RN 2 e
y=00462x +0,9714 L
R =09783 y=00141c+1.0198
0 o5 | Re=0.9652
y=-00709x+00191 y=-0.0Fx- 004
R =09%B1 —ORDEN1 R =09977
— ORDEN1,5
—ORDEN2
-9 : : | 05
0 5 10 15 0 5 10 15
TBWFO ([0AS) TIENPO(DIAS)

Figura 1. Gréficas de las ecuaciones de la linea recta y coeficientes de las correlaciones de los
materiales reforzados mezclados, en donde (a) 15% y (b) 30% de hidroxiapatita mediante la enzima
papaina a diferentes ordenes de reaccion enzimatica.
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Figura 2. Gréficas de las ecuaciones de la linea recta y coeficientes de las correlaciones de los
materiales reforzados soportados, en donde (a) 15% y (b) 30% de hidroxiapatita mediante la enzima
papaina a diferentes ordenes de reaccion enzimatica.

3.2.2. Enzima ureasa. En las Figuras 3 y 4, en las cuales se aprecian las diversas
ecuaciones de la linea recta, a través de las cuales se obtienen las constante de velocidad de
reaccion que es representada para los ordenes uno y dos por el valor de las pendientes,
mientras que para el orden de 1,5 la velocidad de reaccion es igual a dos veces el valor de la
pendiente, ademas se presentan los coeficientes de las correlaciones de reaccion
correspondientes a los materiales reforzados mezclados y soportados con 15 y 30% de
hidroxiapatita, respectivamente, determinandose que el mecanismo de reaccién para la enzima
ureasa corresponde al orden 1 debido a que las correlaciones no presentan cambios

significativos en comparacion con los érdenes de 1,5y 2, respectivamente.

25— FORNL y=00749x+ 1.0062 2 T ORENL y=0.0824x + 10201
T ORANS RE=09576 —OENLS RE=09123
—ORDEN2 e —ORDEN2 :

15+
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0
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TEMPO(DIAS) TEMPO (DIAS)
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Figura 3. Gréficas de las ecuaciones de la linea recta y coeficientes de las correlaciones de los
materiales reforzados mezclados, en donde (a) 15% y (b) 30% de hidroxiapatita mediante la enzima
ureasa a diferentes érdenes de reaccion enzimatica.
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Figura 4. Gréaficas de las ecuaciones de la linea recta y coeficientes de las correlaciones de los
materiales reforzados soportados, en donde (a) 15% y (b) 30% de hidroxiapatita mediante la enzima
ureasa a diferentes drdenes de reaccion enzimatica.

3.2.3. Enzima esterasa.En las Figuras 5 y 6, en las cuales se observan las diversas
ecuaciones de la linea recta, en donde las constante de velocidad de reaccion es representada
para los ordenes uno y dos por el valor de las pendientes, mientras que el valor de la
velocidad de reaccion para el orden de 1,5 es igual a dos veces el valor de la pendiente,
ademas se aprecian los coeficientes de las correlaciones de reaccién correspondientes a los
materiales reforzados mezclados y soportados con 15 y 30% de hidroxiapatita,
respectivamente, con los que se determina que el mecanismo de reaccion para la enzima
esterasa es de orden 1, esto debido a que las correlaciones no presentan cambios significativos

en comparacion con los 6rdenes de 1,5y 2 que si disminuyen considerablemente.
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Figura 5. Graficas de las ecuaciones de la linea recta y coeficientes de las correlaciones de los
materiales reforzados mezclados, en donde (a) 15% y (b) 30% de hidroxiapatita mediante la enzima
esterasa a diferentes ordenes de reaccion enzimatica.

30 Rev. Iberoamer. Polim., 9(1), 25-35 (2008)



Revista Iberoamericana de Polimeros Volumen 9(1), Enero de 2008

Rangel et al. Hidrolisis enzimdtica de materiales compuestos
a) b)
2 [ —ORCEN1 2 ——CRCEN _
—ORCEN15 y—ﬂélmxﬂmm —CFCEN15 y“%%g;g%
—ORCEN2 =086l —ORCEN? e
] — | ———
y=00124x+10174 y=00034+10128
R =09417 R =0.9007
0 0
y=-0027-0.0106 y=-00176x-00250
R =0.9906 R'=0982
-1 : : -1 :
0 5 10 15 0 5 10 15
TIBVPO(DIAS) TBEVPO(DIAS)

Figura 6. Graficas de las ecuaciones de la linea recta y coeficientes de las correlaciones de los
materiales reforzados soportados, en donde (a) 15% y (b) 30% de hidroxiapatita mediante la enzima
esterasa a diferentes ordenes de reaccién enzimatica.

3.3. Aplicacion del método diferencial. En las Tablas 6 y 7 se muestra la comparacion de
los diferentes ordenes de reaccion (1, 1,5 y 2) mediante la enzima papaina para los materiales
reforzados mezclados y soportados con 15 y 30% de hidroxiapatita obtenidos mediante la
aplicacion del método diferencial, mediante el analisis de la concentracion de los materiales
reforzados a diferentes tiempos, comprobandose que el mecanismo de reaccién enzimatico se
ajusta a una reaccion de primer orden, debido a que las constantes de velocidad a los
diferentes dias son semejantes y en comparacion con los ordenes de 1,5y 2 se observan que

los valores son mas cambiantes.

Tabla 6. Comparacion de los ordenes de reaccion obtenidos mediante el método
diferencial para los materiales reforzados mezclados con 15 y 30% de hidroxiapatita y la
enzima papaina.

Mezclado Mezclado
15% 30%
Tiempo | N=1 N=15 N=2 N=1 N=15 N=2
Dias
0 0,0727 0,0781 0,0919 0,0429 0,0441 0,0463
5 0,0725 0,0702 0,0848 0,0415 0,0360 0,0416
10 0,0710 0,0662 0,0773 0,0390 0,0278 0,0369
31 Rev. Iberoamer. Polim., 9(1), 25-35 (2008)




Revista Iberoamericana de Polimeros Volumen 9(1), Enero de 2008
Rangel et al. Hidrolisis enzimdtica de materiales compuestos

Tabla 7. Comparacion de los ordenes de reaccion obtenidos mediante el método

diferencial para los materiales reforzados soportados con 15 y 30% de hidroxiapatita y
la enzima papaina.

Soportado Soportado
15% 30%
Tiempo | N=1 N=15 N=2 N=1 N=15 N=2

Dias
0 0,0494 0,0584 0,0555 0,0469 0,0441 0,0463

5 0,0478 0,0469 0,0512 0,0417 0,0288 0,0313
10 0,0473 0,0324 0,0489 0,0394 0,0136 0,0263

En las Tablas 8 y 9 se observan los diferentes ordenes de reaccion (1, 1,5y 2) después
de la hidrolisis mediante la enzima ureasa de los materiales reforzados mezclados y
soportados con 15 y 30% de hidroxiapatita obtenidos mediante la aplicacion del método
diferencial, se aprecia que para un orden uno las variaciones de las constantes son minimas,
mientras que para orden 1,5y 2 se presentan cambian considerablemente en las constantes,

por lo tanto, se deduce que el orden de reaccién al que se ajustan la enzima es a orden uno.

Tabla 8. Comparacion de los ordenes de reaccidon obtenidos mediante el método
diferencial para los materiales reforzados mezclados con 15 y 30% de hidroxiapatita y la
enzima ureasa.

Mezclado Mezclado
15% 30%
Tiempo/dias | N=1 N=15 N=2 N=1 N=15 N=2
0 0,0511 0,0702 0,0907 0,0281 0,0388 0,0606
5 0,0508 0,0683 0,0832 0,0275 0,0312 0,0543
10 0,0495 0,0664 0,0758 0,0268 0,0236 0,0481

Tabla 9. Comparacion de los Ordenes de reaccién obtenidos mediante el método
diferencial para los materiales reforzados soportados con 15 y 30% de hidroxiapatita y la
enzima ureasa.

Soportado Soportado
15% 30%
Tiempo/dias | N=1 N=15 N=2 N=1 N=15 N=2
0 0,0248 0,0468 0,0693 0,0239 0,0337 0,0750
5 0,0246 0,0332 0,0462 0,0230 0,0294 0,0621
10 0,0241 0,0196 0,0331 0,0226 0,0251 0,0492
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En las Tablas 10 y 11 se aprecia la comparacion de los diferentes ordenes de reaccion
(1, 1,5y 2) hidrolizados mediante la enzima esterasa para los materiales reforzados mezclados
y soportados con 15 y 30% de hidroxiapatita, respectivamente, y mediante la aplicacion del
método diferencial se determino que el mecanismo de reaccion enzimatico se ajusta a una
reaccion de primer orden, debido a que las constantes de velocidad a los diferentes dias de la
hidrolisis son muy semejantes, mientras que para el orden 1,5 y 2 las constantes presentan

cambios importantes en las constantes.

Tabla 10. Comparacion de los ordenes de reaccion obtenidos mediante el metodo
diferencial para los materiales reforzados mezclados con 15 y 30% de hidroxiapatita y la
enzima esterasa.

Soportado Soportado
15% 30%
Tiempo/dias | N=1 N=15 N=2 N=1 N=15 N=2
0 0,0475 0,0568 0,0713 | 0,0259 0,0427 0,0650
5 0,0470 0,0530 0,0604 | 0,0256 0,0394 0,0546
10 0,0466 0,0472 0,0494 | 0,0248 0,0331 0,0442

Tabla 11. Comparacion de los ordenes de reaccion obtenidos mediante el método
diferencial para los materiales reforzados soportados con 15y 30% de hidroxiapatita y la
enzima esterasa.

Soportado 15% Soportado 30%
Tiempo/dias| N=1 | N=15 N=2 N =1 N=15] N=2
0 0,0279 | 0,0388 0,0406 0,0178 0,0287 | 0,0297
5 0,0274 | 0,0258 | 0,0278 | 0,0177 | 0,0186 | 0,0197
10 0,0270 | 0,0128 0,0150 0,0176 0,0086 | 0,0097

3.4. Programa HYPER. En la Tabla 12 se muestran los resultados del anlisis
mediante el programa HYPER el cual permite la visualizacion con mayor rapidez de los
parametros cinéticos, con los cuales se confirma que el mecanismo de reaccion enzimatico se
ajustd a una reaccion de primer orden, para los materiales reforzados mezclados y soportados
con 15 y 30% de hidroxiapatita mediante las enzimas papaina, ureasa Yy esterasa,

respectivamente.
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Tabla 12. Ordenes de reaccion obtenidos mediante simulacion
utilizando el programa HYPER.

Material reforzado Papaina Ureasa Esterasa
Mezclado 15% 1,004 1,011 1,015
Mezclado 30% 1,001 1,004 1,008
Soportado 15% 1,005 1,008 1,012
Soportado 30% 1.003 1,006 1,010

4. CONCLUSIONES
De acuerdo al mecanismo de reaccion propuesto y en base a los resultados de las
enzimas papaina, ureasa y esterasa se determino que la hidrdlisis enzimatica se justa a un
modelo de reaccion de primer orden, debido a una asociacion rapida de la enzima (E) con el
sustrato (S) para formar el complejo enzima-sustrato (ES) el cual posteriormente se convierte
en productos y enzima.
Ademas, las correlaciones para orden 1 presentan menores cambios en comparacion de

los 6rdenes 1,5y 2, respectivamente.
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