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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se estudié la hidrélisis enzimética de los materiales
reforzados mezclados y soportados de poliuretano poroso/hidroxiapatita Las enzimas empleadas
en esta investigacion fueron la papaina, ureasa y esterasa debido a que estas enzimas han
presentado alguna especificidad sobre algun tipo de enlace en € poliuretano. La técnica de
caracterizacion utilizada fue la Espectroscopia por Transformadas de Fourier (FTIR) para
determinar los grupos funcionales que disminuyen con la hidrélisis asi como los productos de la
degradacion, también se analizan las pérdidas en peso de los diferentes material es reforzados.

Palabras claves Hidrdlisis, enzima, FTIR, materiales compuestos.

ABSTRACT

In this investigation work the enzymatic hydrolysis of the blended and supported
composites of porous polyurethane/hydroxyapatite were studied. The enzymes used in this
investigation were the papaine, urease and esterase because these enzymes have presented some
specificity on some type of bond in the polyurethane. The technique of used characterization isthe
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) to identify the functional groups that decrease
with the hydrolysis as well as the products of the hydrolysis, the losses weight are also analyzed in
the different composites.

Keywords Hydrolysis, enzyme, FTIR, composite materials.

1. INTRODUCCION

El poliuretano ha sido utilizado ampliamente en aplicaciones biomédicas y se han
implementado diferentes técnicas para evaluar la biocompatibilidad entre las que se puede
mencionar técnicas in vivo utilizando congjos o in vitro utilizando enzima de poliuretano
esterasa [1,2]. Las enzimas, en los sistemas bioldgicos constituyen las bases de las complejas
y variadas reacciones que caracterizan los fenmenos vitales y algunas de ellas catalizan la
hidrélisis de los materiales, la cua se produce cuando el polimero tiene principamente
enlaces inestables y algin grado de hidrofilia [3]. Por otro lado, uno de los enfoques

utilizados para el desarrollo de materiales a ser potencialmente utilizados como sustitutos de
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hueso, es por medio de materiales compuestos tipo esponja con una estructura celular
interconectada. Por gjemplo, se han utilizado esponjas de poliuretano biodegradables con
diferentes hidrofilias en defectos unicorticos y tricorticos en la cresta iliaca de ovejas que
promueven la formacién de hueso nuevo con mayor densidad que e original [4]. Por otro
lado, €l uso de materiales poliméricos compuestos con hidroxiapatita (HA) mejoran la
biocompatibilidad del polimeros ya que estos materiales se unen a los tgidos del hueso
cuando estos son implantados. En este contexto se han utilizado una gran variedad de
polimeros en la elaboracion de biomateriales compuestos con hidroxiapatita, como el
polietileno.

Ademas, se ha encontrado que e poliuretano, aln cuando tiene muy buena
compatibilidad ya que se utiliza en catéteres, valvulas de corazon e incluso € corazon
completo, presenta hidrélisis en vivo en algunas aplicaciones debido a que las enzimas, de
naturaleza proteinica, son catalizadores que regulan la velocidad a la cua se realizan los
procesos fisiol6gicos, producidos por los organismos vivos [1,5]. Después de la obtencién de
materiales biocompatibles, es necesario efectuar pruebas de estabilidad in vitro o in vivo para
disefiar sus aplicaciones futuras. El Minitab es una herramienta informética enfocada al
andlisis de datos complejos y a la identificacion y resolucion de problemas relativos a
procesos, por ello e empleo del Minitab es Util en el andlisis e interpretacion de las pérdidas
en peso en los materiales compuestos mezclados y soportados, para asi obtener las ecuaciones
de los modelos matemédticos, mejorando e rendimiento de la sintesis de los diferentes
materiales reforzados [6]. Debido a esto, € presente trabajo describe la comparacion de la
hidrdlisis enzimética de los materiales compuestos (mezclados y soportados) con el propésito

de andlizar las diferencias en los métodos de sintesis de ambos material es.
2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiales. Policaprolactona diol (PM 114,1 g/mol, pureza 90%, Aldrich),
policaprolactona triol (PM 1.250 g/mol, pureza 90%, Aldrich), 1,4-dioxano (PM 88,1 g/moal,
pureza 99,7%, Caledon), DBTLD (PM 631,6 g/mol, pureza 95%, Aldrich), HDI (PM 168.2
g/mol, pureza 99%, Fluka), é&cido fosférico (PM 98 g/mol, pureza 85%, Caledon), hidréxido
de calcio (PM 74,1 g/mol, pureza 95%, Caledon), hidroxido de amonio (PM 35,1 g/mal,
pureza 90%, Aldrich), poliacido acrilico (M = 450.000 g/mol, pureza 90%, Aldrich), papaina
(M = 23.400 g/moal, pureza 80%, Aldrich), ureasa (M = 162.000 g/mol, pureza 80%, Fluka),
esterasa (M = 480.000 g/mol, pureza 85%, Aldrich).
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2.2. Métodos experimentales.

2.2.1. Sintesis de los materiales compuestos mezclados y soportados. En 1,4-
dioxano se disolvieron 30 g de policaprolactona diol (M = 1.250 g/mol) vy 2,7 g de
policaprolactonatriol (M =900 g/mol). Una vez disueltos estos reactivos se agregé 3,6 mL de
1,6-hexametilen diisocianato, se adicion6 1,5% de dilaurato de dibutilestafio. Para obtener la
separacion de fases se empled 0,19 mL de agua. La solucion homogénea fue liofilizada a -
15°C durante 96 horas a una presion de 0,3 milibar; el polimero fue curado a una temperatura
de 60°C y atmésfera de nitrégeno durante 12 horas [7]. La finalidad del poliacido acrilico es
formar los enlaces i6nicos entre el grupo carboxilo del poliacido acrilico y €l calcio presente
en la hidroxiapatita, debido al efecto de la difusién en la superficie de la hidroxiapatita,
producto de lainteraccién molecular realizada entre las cadenas del polimero y los cristales en

formacién de la hidroxiapatita [8, 9].

Tabla 1. Diseflo de experimentos para los materiales
reforzados mezclados y soportados.

Material reforzado | hidroxiapatita| poliacido acrilico

% en peso g
1 15 0,3
2 15 0,9
3 15 18
4 30 0,3
5 30 0,9
6 30 1,8
7 45 0,3
8 45 0,9
9 45 18

El objetivo principa de la sintesis fue que la superficie del poliuretano soporte las
particulas de hidroxiapatita y con la formacion de la hidroxiapatita biolégica mediante la
biomineralizacion a partir del FFS se tenga un exceso de hidroxiapatita en la superficie y por
lo tanto el material reforzado incrementa la bioactividad. Los materiales reforzados
soportados sintetizados con los diferentes porcentajes de hidroxiapatita, dieron como
resultado que incrementaran sus propiedades mecanicas, atribuido a la estructura cristalina de

la hidroxiapatita, aunque las propiedades no incrementan en la misma proporcién que los
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materiales reforzados mezclados, debido al método de la sintesis de los materiales reforzados
[10]. En la Tabla 1 se muestra el disefio de experimentos para la sintesis de los materiales
reforzados mezclados y soportados.

2.2.2. Pruebas de hidrdlisis enzimética de los materiales compuestos. Una vez
preparadas las soluciones buffer se adicion6 cada enzima en concentraciones de 0,1% de la
enzima especificada. Los materiales reforzados de 0,1 g se colocaron en viales previamente
esterilizados, agregando posteriormente 15 mL de la solucion tampén con la enzima.
Posteriormente se incubaron los viales a temperaturas que se muestran en la Tabla 2
(temperaturas de reaccion), siendo el tiempo de incubacion de 15 dias. Posteriormente las
muestras fueron lavadas y secadas para después realizar las pruebas de caracterizacion para

determinar la hidrdlisis sufrida[11].

Tabla 2. Caracteristicas de las enzimas.

Nombre Temperatura de pH
comercial Enzima Fuente reaccion (°C) optimo
Propain (papaina) | Proteasa |Lé&tex de papaya 60 6
Ureasa Hidrolasa | Habas 25 8
Esterasa Hidrolasa | Higado de cerdo 25 8

Para los andlisis de FTIR de los diferentes materiales compuestos se empled un
Espectrofotometro infrarrojo de transformadas de Fourier, marca Pelkin EImer modelo
Spectrum One, mediante la técnica de absorcion utilizando pastillas de KBr (200 mg de KBry
2 mg de muestra) y 16 barridos. Las pérdidas en peso se determinaron mediante el célculo del
area del enlace antes y después de la hidrdlisis y asi cuantificar € efecto de la enzima

especifica, esto mediante el software del infrarrojo (IR Mentor Pro).

3. RESULTADOS YDISCUSION

3.1. Hidrdlisis enzimatica de los materiales compuestos por la enzima papaina. La
enzima papaina se relaciona principa mente con las células responsables de la inflamacién, y
se caracteriza por que actla en los grupos uretano, urea y grupos amida del poliuretano. El
mecanismo de accion propuesto de la enzima es mediante la reaccion de hidrdlisis expresada
en el esquemadereaccion 1 [11]:

Papaina

R-NH-C-O-R° —— > RNH, + CO, + R'OH (1)
] H:0

@)
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Como se apreciaen € esquema de reaccion 1, la papaina ataca a poliuretano mediante
escision de la cadena polimérica, generando en la hidrdlisis aminas primarias y acoholes 'y
liberando dioxido de carbono. En las Figuras 1y 2, se presenta |os espectros de infrarrojo del
material compuesto mezclado y soportado sometidos a la hidrdlisis con y sin la enzima
papaina. Se puede apreciar rapidamente que la sefial correspondiente a los grupos hidroxilo
que normalmente se encuentra en € intervalo de 3350 cni?, aumenta de intensidad en el
espectro cuando se compara la hidrdlisis de la muestra con y sin la enzima, dando evidencia
de que la reaccién propuesta en 1, se esta llevando a cabo [7]. El pico es muy amplio, lo cua
es indicativo de que existe puente de hidrogeno en los OH's. La existencia del grupo
hidroxilo, producto de la hidrélisis del PU por la enzima papaina, se corrobora con e pico que
aparece a aproximadamente 1050 cmi' ya que la vibracion del estiramiento asimétrico del
enlace GO, acoplado a estiramiento del enlace GC, aparece para un alcohol primario a
1.050 cm™,

Por otro lado, la sefial del estiramiento del enlace O-H, presenta un hombro que puede
adjudicarse ala sefid de lavibracién del estiramiento asimétrico del enlace N-H de la amina,
como producto de la hidrdlisis, ya que €l estiramiento simétrico de los enlaces HNR-H
aparece a aproximadamente 3.290 cni’ y el estiramiento asimétrico aparece aproximadamente
a 3.300 cm*. Esta sefid no aparece en € material compuesto hidrolizado sin enzima ya que
solo presentaria la sefial del estiramiento simétrico del enlace N-H de la amida en el
poliuretano. Una comprobacion de la aparicion de las sefiales de la amina como producto de
la hidrdlisis del poliuretano por la papaina, es la aparicion de una sefial debido a tijereteo,
solo para aminas primarias, que aparece aproximadamente en 1615 cnit [12, 13].

En las Fguras 1y 2, se presentan los espectros de infrarrojo del material compuesto
obtenido mediante mezclado de hidroxiapatita y también e soportado con 30% de
hidroxiapatita, sometidos a la accion de la papaina durante 15 dias, en donde se aprecian que
las bandas de los productos de la hidrdlisis, aminas primarias y alcoholes, son mas evidentes
en los materiadles compuestos mezclados que en los soportados. Esto nos proporciona
evidencia cualitativa de que es mejor la estabilidad de los materiales compuestos soportados
gue los mezclados con hidroxiapatita. Esta evidencia se comprueba con la pérdida de peso que
los materiales compuestos soportados y mezclados presentan con el tiempo.

En laFigura 3 se observa que después de 15 dias el mayor efecto delaenzimaesen e
material reforzado mezclado con una pérdida en peso del 4,2%, mientras que e materia

reforzado soportado presenta una pérdida en peso de 2,4% a los 15 dias, siendo favorables
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estos porcentajes debido a que en las aplicaciones biomédicas las protesis deben ser

resistentes al ataque enzimatico que sufren en e cuerpo humano.
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Figura 1. Espectros de infrarrojo de los materiales compuestos mezclados con 30% de HA
hidrolizados con la enzima papaina durante 0, 5, 10 y 15 dias.
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Figura 2. Espectros de infrarrojo de los materiales reforzados soportados con 30% de
hidroxiapatita hidrolizados con la enzima papaina durante 0, 5, 10 y 15 dias.
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Figura 3. Comparacion de los porcentgjes de pérdida de peso de los materiales reforzados
mezclados y soportados con 30% de hidroxiapatitahidrolizados con la enzima papaina.

3.1.1. Analisis mediante Minitab después de la hidrdlisis enziméatica mediante la
enzima papaina. La hidrolisis enzimatica de los materiales reforzados con 45% de
hidroxiapatita no se Ilevé a cabo debido a que presentan propiedades mecanicas bajas asi
como diametros de poros menores a los requeridos en aplicaciones biomédicas. En las Tablas
3y 4 se observan |os porcentgjes de pérdida en peso de los material es reforzados mezclados y
soportados con 15 y 30% de hidroxiapatita, los cuales fueron analizados mediante Minitab y
se encontré e modelo matemético, el cual indica la ecuacidn de regresion para determinar la
relacion que existe entre e tiempo de inmersion y los porcentajes de 15 y 30% de
hidroxiapatita de los materiales reforzados (mezclados y soportados) empleados en la
hidrdlisis.

Tabla 3. Porcentgjes de pérdida en peso de los materiales reforzados mezclados
con 15 y 30% de hidroxiapatita a diferentes periodos de tiempo utilizando la enzima

papaina.

Muestras Tiempo 15% hidroxiapatita 30% hidroxiapatita
Dias % pérdida en peso % pérdida en peso

1 0 0,00 0,00

2 5 2,35 1,95

3 10 5,27 3,89

4 15 6,35 4,52
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Tabla 4. Porcentgjes de pérdida en peso de los material es reforzados soportados con
15 y 30% de hidroxiapatita a diferentes periodos de tiempo utilizando la enzima

papaina.

Muestras Tiempo 15% hidroxiapatita 30% hidroxiapatita
Dias % pérdida en peso % pérdida en peso

1 0 0,00 0,00

2 5 2,15 1,89

3 10 4,25 2,85

4 15 5,00 3,17

En las ecuaciones (1) y (2) se muestran los model os matematicos con un porcentaje de
efectividad de laformacion delaHA carbonatada del 94,6 y 92,8% durante el periodo (1 a 15
dias) de la hidrdlisis de los materiales reforzados mezclados y soportados, respectivamente, en
donde se mantiene constante la PCL diol y triol, dioxano, HDI, DBTLD, agua, hidroxiapatita
y PAAa20g 154 g 27 mL, 2,13 mL, 0,5%, 0,19 mL, 30% y 0,6 g, respectivamente.

% pérdidaen pesodel osmaterialesmezclados=1,93- 0,352tiempo- 0,06%HA (1)

% pérdidaen pesodel osmaterialessoportados=2,2- 0,261tiempo- 0,075% HA (2)
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Figura 4. Representacion de los porcentagjes de pérdida en peso con respecto a diferentes periodos de
tiempo de los materiales reforzados mezclados con 15 y 30% de hidroxiapatitadespués delahidrdlisis.

Analizando los resultados de las Tablas 3 y 4 mediante e Minitab se obtuvieron las
Figuras 4 y 5, en donde se muestran los efecto de la hidrdlisis enzimética durante 0, 1, 5y 15
dias en los materiales reforzados (mezclados y soportados) con 15y 30% de hidroxiapatita, €l
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cual se determiné mediante € programa Minitab, observandose que conforme transcurre €
tiempo, el porcentgje de pérdida en peso se incrementa en ambos materiales reforzados, esto
debido a que la enzima principalmente ataca a los enlaces del grupo uretano. Ademas, se
observa que la hidrdlisis afecta principalmente a los materiales reforzados con 15% ya que
existe mayor area de accion paralaenzima.

3
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5
3
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Figura 5. Representacion de los porcentajes de pérdida en peso con respecto a diferentes
periodos de tiempo de los materiales reforzados soportados con 15 y 30% de hidroxiapatita después de
la hidrélisis.

3.2. Hidrdlisis enzimatica de los materiales compuestos por la enzima ureasa. La
enzima ureasa se encuentra en |os leucocitos, y se caracteriza por que afecta los enlaces de la
urea y grupos amida del uretano, en la reaccion 2 de hidrdlisis se observa € mecanismo de

accion propuesto de laenzima.

Ureasa
R—NH-C-NH-R’ » RNH, + CO, +R'NH, (2)
[ H,O

O

En cuanto a las muestras sometidas a la accion de la ureasa, en las Fguras 6 y 7 se
aprecian los espectros de infrarrojo correspondientes al material reforzado mezclado y
soportado con 30% de HA, en donde se presentan |las bandas caracteristicas de los productos
de la hidrdlisis, alrededor de 1700 a 1.715 cmi* se presenta la banda del carbonilo asociada
con la urea soluble y la de 1640 cmi* asociada con la urea, formando enlace de hidrégeno.
Ademés de la banda a 1.598 cni' que disminuye conforme se incrementa el tiempo de
hidrolisis es atribuida a la flexion NH de la amida Il relacionada con la formacién de la urea,
de 1.397 a 1237 cmi* del estiramiento O-C-O del COOH, de 1177 a 1.084 cmi* debido al
estiramiento del enlace C-O-C del uretano que se atribuyen alahidrélisis[14]).

L os resultados obtenidos del porcentaje de pérdida en peso de la hidrdlisis del material
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reforzado mezclado y soportado con 30% de hidroxiapatita se muestran en la figura 8 en
donde se puede observar que la tendencia fue de aumentar la hidrdlisis conforme a tiempo de
accion de la enzima. También se observa que los porcentgjes de pérdida en peso para €
material reforzado mezclado fue de 3% y para el material reforzado soportado de 2,1% alos
15 dias respectivamente, estos porcentgjes de hidrélisis son adecuados, debido a que los
materiales reforzados sufren el ataque enzimético en € cuerpo humano y deben conservar sus

propiedades mecanicas para las diversas aplicaciones biomédicas que realizan.

H-N-H N
ESTIRAMIENTO SIMETRICO |
- (18) H

C-0-H

0-H
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Figura 6. Espectros de infrarrojo de los materiales reforzados mezclados con 30% de hidroxiapatita
hidrolizados con la enzima ureasa durante 0, 5, 10 y 15 dias.
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Figura 7. Espectros de infrarrojo de los materiales reforzados soportados con 30% de hidroxiapatita
hidrolizados con laenzimaureasaaO, 5, 10 y 15 dias.
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Figura 8 Comparacion de los porcentajes de pérdida de peso de los materiales reforzados soportados y
mezclados con 30% de HA hidrolizados con la enzima ureasa.

3.2.1. Analiss mediante Minitab después de la hidrdlisis enzimatica mediante la
enzima ureasa. La hidrdlisis enzimé@tica de los materiales reforzados con 45% de
hidroxiapatita no se Ilevé a cabo debido a que presentan propiedades mecanicas bajas asi
como diametros de poros menores a los requeridos en aplicaciones biomédicas. En las Tablas
5y 6 se observan los porcentajes de pérdida en peso de los material es reforzados mezclados y
soportados con 15 y 30% de hidroxiapatita, los cuales fueron analizados mediante Minitab y
se encontré el modelo matematico, el cua indica la ecuacion de regresion para determinar la
relacion que existe entre el tiempo de inmersién y los porcentgjes de hidroxiapatita de los

materiales reforzados (mezclados y soportados) empleados en la hidrdlisis.

Tabla 5. Porcentajes de pérdida en peso de los materiales reforzados mezclados con 15
y 30% de hidroxiapatita a diferentes periodos de tiempo utilizando la enzima ureasa.

Muestras Tiempo 15% hidroxiapatita 30% hidroxiapatita
Dias % pérdida en peso % pérdida en peso

1 0 0,00 0,00

2 5 2,18 1,71

3 10 4,29 2,63

4 15 5,30 3,29
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Tabla 6. Porcentajes de pérdida en peso de |os material es reforzados soportados con 15
y 30% de hidroxiapatita a diferentes periodos de tiempo utilizando la enzima ureasa.

Muestras Tiempo 15% hidroxiapatita 30% hidroxiapatita
Dias % Pérdida en peso % Pérdida en peso

1 0 0,00 0,00

2 5 1,93 1,54

3 10 2,48 2,25

4 15 3,15 2,96

En las ecuaciones (3) y (4) se muestran los modelos matematico con un porcentaje de
efectividad de la formacion de la hidroxiapatita carbonatada del 90,6 y 88,7% durante
diversos periodos (1 a 15 dias) de la hidrdlisis de los materiales reforzados mezclados y

soportados.

%pérdidaenpesodel oscompositosmezclados=21-0,27t-0,071%HA  (3)
%peérdidaenpesodel oscompositossoportados=0,69-0,2t-0,016%HA (4)

Andlizando los datos de las Tablas 5 y 6 mediante el Minitab se obtuvieron las Figuras
9y 10, en donde se muestran los efecto de la hidrdlisis enzimética durante 1, 5y 15 dias en
los materiales reforzados (mezclados y soportados) con 15 y 30% de hidroxiapatita, el cual se
determind mediante e programa Minitab, observandose que conforme transcurre el tiempo, €l
porcentaje de pérdida en peso se incrementa en ambos materiales reforzados, esto debido a
que la enzima tiene mayor accién en el ataque a los enlaces del grupo uretano, ademas se
observa que la hidrdlisis afecta principalmente a los materiales reforzados con 15% ya que

existe mayor area de accion paralaenzima.
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Figura 9. Representacion de los porcentgjes de pérdida en peso con respecto a
diferentes periodos de tiempo de los materiaes reforzados mezclados con 5% y 30% de HA
despuésdelahidrdlisis.

191 Rev. Iberoam. Polim., 10(3), 180-197 (2009)



Revista Iberoamericana de Polimeros Volumen 10(3), Mayo 2009
Rangel et als. Hidrolisis enzimatica de poliuretano/hidroxiapatita

3 TIEMPO (DiAS)
m 0
— . :
+ 10
15

%PERDIDA EN PESD
|

15 30
%HA

Figura 10. Representacion de los porcentajes de pérdida en peso con respecto
a diferentes periodos de tiempo de los materiales reforzados soportados con 15% y
30% de HA despuésdelahidrdlisis.
3.3. Hidradlisis enzimatica de los materiales reforzados por la enzima esterasa. La
enzima esterasa se caracteriza por que afecta los enlaces ésteres del poliuretano y el
mecanismo de accion de la enzima es mediante la hidrélisis del grupo éster del poliuretano,

tal como se describe en el esquema de reaccion 3:

Estereasa
R—C-O-R’ » R-C-OH + R'OH A3)
1 H,0 ||

O @)

ESTIRAMIENTO DEL ENLACE

160 O-H, ENLOS ALCOHOLES

120 4

© _ o _ L a

80 E
©) E FJ
40 |
ESTIRAMIENTO DEL DOBLE ENLACE

C=0, EN ESTERES

O 1 1 1 1 1 1 ]
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUumero de onda (cm”-1)

Figura 11. Espectros de infrarrojo de los materiales reforzados mezclados con 30% de hidroxiapatita
hidrolizados con la enzima esterasa a diferentes periodos de tiempo.

En las Figuras 11 y 12 se aprecia e espectro de infrarrojo correspondiente a los
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materiales compuestos mezclados y soportados con 30% de hidroxiapatita sometido a la
enzima esterasa, en donde se observa la presencia de las bandas atribuidas a la degradacion a
1.410 cni* debido al estiramiento del COO, de 1.350 a 1.300 cmi* del al estiramiento (OCO)
del COOH, de 1.275 a 1.250 crri* del enlace C-O del CH»-OH, a 1.174 cmi* del (OCO) del
CO-O-CH, y finamente a 637 cm’ por el estiramiento G-O [15, 16]. En la Figura 13, se
presentan |0s porcentajes de pérdida en peso del material reforzado mezclado y soportado con
30% de hidroxiapatita, en donde se observa que los materiales reforzados se empiezan
estabilizar a los 13 dias, los porcentgjes de pérdida en peso de los materiales reforzados

mezclado y soportado fueron de 2 y 1,7%, respectivamente.

ESTIRAMIENTO DEL ENLACE
- (15) —H, ENLOS ALCOHOLES

140
120
100
s
=3
80
60 | ESTIRAMIENTO DEL DOBLE ENLACE

=0,

40

20
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm”-1)

Figura 12. Espectros de infrarrojo de los materiales reforzados soportados con 30% de hidroxiapatita
hidrolizados con la enzima esterasa a diferentes peri odos de tiempo.

3r —— MATERIAL COMPLESTO MEZCLADO

—— MATERIAL COMPLESTO SOPORTADD
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1] 5 . 10 15
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Figura 13. Comparacion de los porcentgjes de pérdida de peso de los materiales reforzados soportados y
mezclados con 30% de hidroxiapatita hidrolizados con la enzima esterasa.
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3.3.1. Analisis mediante Minitab después de la hidrélisis enzimatica mediante la
enzima esterasa. La hidrdlisis enziméaica de los materiales reforzados con 45% de
hidroxiapatita no se llevo realizaron debido a que presentan propiedades mecanicas bajas asi
como diametros de poros menores a los requeridos en aplicaciones biomédicas. En las Tablas
7'y 8 se observan los porcentajes de pérdida en peso de los materiales reforzados mezclados y
soportados con 15 y 30% de hidroxiapatita, los cuales fueron analizados mediante Minitab y
se encontré e modelo matemético, € cual indica la ecuacion de regresion para determinar la
relacion que existe entre el tiempo de inmersién y los porcentagjes de hidroxiapatita de los
materiales reforzados (mezclados y soportados) empleados en la hidrdlisis.

Tabla 7. Porcentajes de pérdida en peso de los material es reforzados mezclados con 15
y 30% de hidroxiapatita a diferentes periodos de tiempo utilizando la enzima esterasa.

Muestras Tiempo 15% hidroxiapatita 30% hidroxiapatita
Dias % pérdida en peso % pérdida en peso

1 0 0,00 0,00

2 5 1,98 1,53

3 10 3,91 2,27

4 15 4,95 3,16

Tabla 8. Porcentgjes de pérdida en peso de los materiales reforzados soportados con
15y 30% de hidroxiapatita a diferentes periodos de tiempo utilizando la enzima esterasa.

Muestras Tiempo 15% hidroxiapatita 30% hidroxiapatita
Dias % pérdida en peso % pérdida en peso

1 0 0,00 0,00

2 5 1,69 1,34

3 10 2,54 1,97

4 15 2,89 2,35

En las ecuaciones (5) y (6) se muestran los model os matematico con un porcentaje de
efectividad de la formacion de la hidroxiapatita carbonatada del 87,13 y 85,23% durante
diversos periodos (1 a 15 dias) de la hidrélisis de los materiales reforzados mezclados y

soportados:

% pérdidaen pesodel osmaterialesmezclados=1,65- 0,27tiempo- 0,065% HA (5)

% pérdidaen pesodel osmaterial essoportados=0,85- 0,17tiempo- 0,024% HA (6)
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Analizando los datos de las Tablas 7 y 8 mediante el Minitab se obtuvieron las Figuras
14y 15, en donde se muestran los efecto de la hidrdlisis enzimética durante 1, 5y 15 dias en
los materiales reforzados (mezclados y soportados) con 15y 30% de hidroxiapatita, el cual se
determind mediante el programa Minitab, observandose que conforme transcurre el tiempo, €l
porcentaje de pérdida en peso se incrementa en ambos materiales reforzados, esto debido a
gue la enzima tiene mayor accion en e ataque a los enlaces del grupo uretano, ademas se
observa gue la hidrdlisis afecta principalmente a los materiales reforzados con 15% ya que

existe mayor area de accion paralaenzima.
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Figura 14.Representacion de los porcentgjes de pérdida en peso con respecto a diferentes periodos de
tiempo de los materia es reforzados mezclados con 15 y 30% de hidroxiapatitadespués de lahidrdlisis.
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Figura 15. Representacion de los porcentajes de pérdida en peso con respecto adiferentes periodos de
tiempo delos materiales reforzados soportados con 15 y 30% de hidroxiapatitadespués de lahidrdlisis.
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4. CONCLUSIONES

L os espectros de infrarrojo del material reforzado mezclado y del soportado mediante
la accion de las enzimas papaina, esterasa y ureasa concuerdan con los resultados obtenidos
por el porcentaje en pérdida en peso. Se determind por FTIR y porcentgje de pérdida en peso
gue los materiales reforzados (mezclado y soportado) son més susceptibles a ser hidrolizados
mediante la enzima papaina (4,2 y 2,4% respectivamente), por lo tanto, en este estudio se
determiné que los materiales reforzados mezclado y soportado son vulnerables a las
reacciones de hidrdlisis, las cuales se llevan en dos pasos: primero una adsorcion hidréfoba en
la superficie seguida de la hidrélisis del enlace éster del poliuretano. De acuerdo al
mecanismo de reaccién propuesto y en base alos resultados de las enzimas papaina, ureasay
esterasa se determino que el mecanismo de la cinética de la hidrélisis se lleva a cabo mediante
primer orden de reaccion debido a una asociacion répida de la enzima (E) con €l sustrato (S)
para formar € complgo enzima-sustrato (ES) el cual posteriormente se convierte en
productos y enzima. Los porcentajes de pérdida en peso son adecuados debido a que en las
aplicaciones biomédicas las protesis deben ser resistentes ala accion enzimética que ocurre en
el cuerpo humano. Mediante el empleo del software Minitab se determinaron las diversas
ecuaciones de los modelos mateméticos y efectividades Optimas a ser superiores a minimo
establecido por el software (70%) en las enzimas lo que indicd que € procedimiento fue

realizado con cada enzima fue de manera dptima.
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