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RESUMEN

En esta investigacion, la cinética de la hidrolisis enzimatica de IPN’s de poliuretano/polianilina
(PU/PANI) (90/10, 80/20 y 70/30, respectivamente) fue estudiada para calcular el orden de reaccidn, el
cual fue corroborado mediante la aplicacion del método diferencial y la simulacion a través de métodos
semi-empiricos y cuanticos, ademas se obtuvo la energia libre de Gibbs para determinar el desarrollo de
la hidrdlisis. El software Mintab estableci6 los porcentajes de efectividad de las reacciones de hidrdlisis,
lo cual indicé matematicamente que las IPN’s son susceptibles a la hidrélisis de la enzima ureasa. La
técnica de caracterizacién empleada fue la espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier para
identificar los grupos funcionales que disminuyeron con la hidroélisis asi como los productos de la
hidrélisis, las pérdidas en peso de las IPN’s fueron determinadas mediante el software IR Mentor y
analizadas con el software Minitab para calcular la efectividad de las respectivas hidrélisis.
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ABSTRACT

In this research the kinetics of the enzymatic hydrolysis of IPN’s with polyurethane/polyaniline
(PU/PANI) (90/10, 80/20 and 70/30, respectively) was studied to determine the reaction order, which was
corroborated by means of the application of the differential method and the simulation through semi-
empiric and quantum methods, besides being obtained the energy free of Gibbs that established the
development of the hydrolysis. By means of Minitab the effectiveness percentages of the hydrolysis
reactions were obtained, which indicated mathematically that the IPN"s are susceptible to the hydrolysis
due to urease enzyme. The technique of used characterization was the Fourier Transform Infrared
Spectroscopy to identify the functional groups that decrease with the hydrolysis as well as the products of
the hydrolysis, the losses weight were determinates in the different IPN’s by means IR Mentor software
and analyzed with Minitab software for calculated the effectiveness of different hydrolysis

Keywords: IPN’s, kinetic, reaction order, polyurethane, polyaniline.

1. INTRODUCCION

Un concepto de IPN’s, es la combinacion de dos polimeros, en forma de red, de las cuales al
menos uno de ellos es sintetizado y/o entrecruzado en presencia del otro sin ningdn tipo de enlace
covalente entre ellos. Las IPN’s, se originan cuando dos polimeros que son incompatibles se
entrelazan en condiciones en las que si son compatibles de manera que un polimero lineal queda
atrapado en la red de otro polimero [1,2]. El grado de entrecruzamiento se define como la
concentracion de puntos de union efectivos en la red polimeérica. Un aumento del grado de
entrecruzamiento en una muestra, es causa de que el material sea amorfo, mas rigido, con mayores

modulos, reduciendo su elongacion y el hinchamiento por disolventes, asi como incrementar la
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temperatura de transicion vitrea [3]. Es precisamente, la naturaleza de la interfase la que se ha
utilizado para hacer una clasificacion general de estos nuevos materiales atendiendo a la naturaleza
de la interaccion entre los componentes que forman dichos materiales (PU y PANI) se hace factible
el disefio de nuevos materiales hibridos organico-inorganicos que satisfagan importantes
aplicaciones [4,5]. Las enzimas, en los sistemas bioldgicos constituyen las bases de las complejas y
variadas reacciones que caracterizan los fendmenos vitales 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 [6]. 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 actua 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. La funcion de la enzima es
degradar la urea en amoniaco y dioxido de carbono [7]. La ureasa se produce a partir de
Lactobacillus fermentum. Dicha enzima pertenece al grupo se las ureasas denominadas, ureasas
acidas. Se activa a pH bajo. Lactobacillus fermentum se cultiva en medio sintético. Después de la
fermentacion se filtra el cultivo, se lava con agua y las células se matan en alcohol de 50% vol., la
suspension se seca por liofilizacién o por pulverizacion. La preparacién consiste en un polvo
formado por células muertas enteras que contienen la enzima.

La ureasa se presenta bajo forma de polvo cristalino, blanco e inodoro. La velocidad de una
reaccién quimica puede medirse como la velocidad de formacidén de uno o mas de su productos o
bien la velocidad de utilizacion de sus reactivos. Intuitivamente podemos suponer que al aumentar
la concentracion de los reactivos la probabilidad de interaccién de los mismos aumenta
conjuntamente con la velocidad que procede tal reaccién. Ambas variables (velocidad de reaccién y
concentracion de los reactivos) son directamente proporcionales, asi que matematicamente debe
existir un valor constante, de esta manera podemos escribir:

V; = k. [reactivos]"

El exponente n indica el orden de la reaccion. Asi, si n = 1, estamos en presencia de una
reaccion de primer orden donde la velocidad es proporcional a la concentracién de un solo reactivo
v; = K[A]. Analogamente, cuando n = 2, la velocidad es proporcional al producto de las
concentraciones de dos reactivos o al cuadrado de la concentracion de uno solo. Este tipo de
reacciones reciben el nombre de segundo orden v, = k.[A] [B] = k [A]? La importancia de determinar
el orden de una reaccién quimica radica en que a partir de ese parametro puede obtenerse

informacidn sobre el mecanismo molecular en que opera. EI pH no afecta la actividad enzimatica
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directamente sino que modifica la concentracién de protones. Los protones ademas de alterar la
estructura de la enzima y el substrato, pueden participar también en la reaccion como substrato o
producto. En esos casos, la concentracion de protones afecta directamente la velocidad de la
reaccion [8]. Desde el punto de vista tedrico, con los medios computacionales actuales se puede
calcular la geometria, energia y frecuencias vibracionales de la molécula en funcion de la
coordenada de reaccion, lo que permite determinar con bastante exactitud las velocidades de
reaccion mediante modelos tedricos [9-11]. Obviamente, hay algunas desventajas en el uso de las
simulaciones clasicas para el calculo de las velocidades de reacciones unimoleculares. Primero, las
simulaciones son caras desde del punto de vista computacional; no son, a menudo, factibles a
energias cercanas al umbral de reaccion ya que el tiempo requerido para la reaccién puede ser muy
superior al necesario para realizar integraciones numéricas exactas de las ecuaciones del
movimiento.

Maés importante aun es la violacion de la energia del punto cero, que es méas acusada para
aquellas trayectorias que se inician en los reactivos y se siguen hasta los productos, dado que las
trayectorias pueden pasar por el estado de transicién con una energia inferior a la energia del punto
cero en los modos perpendiculares al camino de reaccion. Este problema tan importante ha sido
muy discutido en la bibliografia durante los ultimos afios. Afortunadamente, la mayoria de los
procesos de interés para los quimicos pueden ser descritos clasicamente; sin embargo, fendmenos
debidos a los efectos de interferencia, como el efecto tlnel, pueden ser importantes en la
isomerizacién, disociacion y reacciones bimoleculares. El tratamiento apropiado de la dindmica
multidimensional y de los efectos cuanticos en sistemas grandes generalmente requiere el uso de
aproximaciones semiclasica [11]. Hyperchem es una suite completa de modelado molecular que
lleva hasta su PC todas las herramientas necesarias para la simulacion quimica y el célculo y
visualizacion de propiedades moleculares. Incluye una amplia seleccion de métodos de mecéanica
cuantica, mecanica molecular y dindmica molecular que se complementan con sofisticadas
capacidades de visualizacion 3D y animacion [12,13]. El objetivo de la investigacién fue determinar
mediante la hidrélisis enzimatica el orden de reaccion de las diversas IPN’s sintetizadas mediante

diferentes aplicaciones teoricas y experimentales.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiales. Hexanodiol (118,17 g/mol, Fluka), N-metilpirrolidina (85,15 g/mol,
Aldrich), HDI (168,2 g/mol, Fluka), isopropanol (60,10 g/mol, Sigma-Aldrich), anilina (93,126
g/gmol, Sigma-Aldrich), persulfato de amonio (228,20 g/mol, Fluka), HCI (36,46 g/mol, Sigma-
Aldrich), hidréxido de sodio (35,10 g/mol, Aldrich).
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2.2. Métodos.

2.2.1. Sintesis de los materiales compuestos de Poliuretano/Polianilina (PU/PANI). La
sintesis se realizo a través de la reaccion entre las cadenas de PU mediante los grupos NCO vy la
PANI disuelta en el N-metilpirrolidina, las concentraciones de PANI fueron 10, 20 y 30% m/m con
un tiempo de reaccion de 6 horas. Posteriormente, los materiales fueron dopados mediante acido
alcanforsulfonico (CSA), finalmente, al término de la reaccion, el producto obtenido fue vertido en
placas de teflon y curados durante 72 horas (véase la Figura 1) [14].

2.2.2. Pruebas de hidrolisis enziméatica de los materiales compuestos. En diferentes
soluciones tampon se adiciond la enzima ureasa en concentraciones de 0,1%. Los IPN’s (90/10,
80/20, 70/30) de 0,1 g se colocaron en viales previamente esterilizados, agregando 15 mL de la
solucion tampon con la enzima. Posteriormente se incubaron los viales a temperaturas que se

muestran en la Tabla 1 (temperaturas de reaccion), con un tiempo de incubacion de 15 dias [6].

Tabla 1. Propiedades de la enzima Ureasa.

Nombre comercial Ureasa
Enzima Hidrolasa
Fuente Habas
pH 8
Temperatura de reaccion 25°C
Peso molecular 162.000 g/mol
Marca Fluka
Pureza 80%
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Figura 1. Mecanismo de reaccion del PU/PANI.
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2.2.3. Cinética enzimética mediante ecuaciones cinéticas. En la Tabla 2 se muestran las
ecuaciones que representan los o6rdenes de reaccion (1, 1,5y 2) para la hidrolisis enzimética de las
IPN’s (90/10, 80/20, 70/30) [6].

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

Orden 1 Orden 1,5 Orden 2
10]5 _ 105 _ Kt L=L—Kt
In[S] = In[S], - Kt S s, 2 S8,

2.2.4. Espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR). Se utiliz6 un
espectrémetro de IR por Transformadas de Fourier marca Perkin Elmer modelo Spectrum One,
mediante la técnica de pastilla con KBr, empleando 200 mg de KBr y 2 mg de muestra y 16
barridos [6].

Los célculos tedricos de las estructuras electronicas de los materiales se llevaran a cabo
mediante Hyperchem. Los analisis se realizaran en una computadora personal (Intel Core 2, 980
MHz, 1 Gb RAM). Los célculos de la geometria de optimizacion y molecular dynamic se
efectuaran con los métodos de mecanica molecular de Amber y MM+ y utilizando el algoritmo de
Polar—Ribiere con un valor de terminacion del RMS gradient de 418 J/(mol A) [15]. La opcion de
molecular dynamic se ejecutard con una temperatura de simulacion de 27°C [12].

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Analisis de FTIR. Son varios los factores que intervienen en la degradacion de un
material polimérico, entre los cuales se encuentran: su estructura, distribucion y peso molecular,
cristalinidad, conformacién, el impedimento estérico, tratamientos térmicos que se le hayan
aplicado, procesos de obtencion, etc. La degradacion provoca modificaciones estructurales en el
sustrato debido a que se rompen los enlaces C-O, C-H y C-C. en la biodegradacion se generan
fragmentos de menor peso molecular como oligdmeros hasta que la cadena carbonada se convierte
en CO; y agua por el metabolismo enzimatico en los sustratos. En términos de degradacion de
polimeros biocompatibles se han reportado investigaciones de implantes de tejido, algunos de estos
materiales a partir de isocianatos como HDI, BDI y LDI [16]. En las Figuras 2—4, se muestran los
espectros de FTIR de las diversas relaciones de PU/PANI (90/10, 80/20 y 70/30 de PU/PANI,
respectivamente), en donde, se apreciaron las bandas caracteristicas de la hidrolisis, de 1.397 a
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1.264 cm™ del estiramiento C-O, de 1.169 a 1.156 cm™ y de 1.038 a 1.022 cm™ atribuidos al
estiramiento del enlace C-O del grupo uretano formado de la hidro6lisis. Finalmente, se aprecié que
la degradacion se efectto principalmente en la relacion 90/10 debido a un mayor presencia de PU
en las IPN’s [17-19]. Ademas, a 1.715 cm™ se observé la disminucion del estiramiento C=0, asf
como en las bandas relacionadas con los grupos amida | de la urea y el anillo bencénico de la urea,
cuyas bandas se determinaron a 1.632 y 1.598 cm™, respectivamente, a 1.213 cm™ se asigné a la
amida 111 del grupo uretano, a 1.250 cm™ correspondié a los enlaces NH y CN de estiramiento de la

amida terciaria de la urea y el uretano [6].
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Figura 2. Espectro de FTIR de la relacion 90/10 de PU/PANI después de la
degradacion con la enzima ureasa. a) 5 dias b) 10 dias y ¢) 15 dias.
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Figura 3. Espectro de FTIR de la relacion 80/20 de PU/PANI después de la
degradacion con la enzima ureasa. a) 5 dias b) 10 dias y ¢) 15 dias.
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Figura 4. Espectro de FTIR de la relacién 70/30 de PU/PANI después de la
degradacion con la enzima ureasa. a) 5 dias b) 10 dias y ¢) 15 dias

3.2. Analisis mediante Minitab después de la hidrolisis enzimética mediante la enzima
Ureasa. La degradacion de las diferentes IPN"s de PU/PANI no se llevd a cabo completamente,
debido a que los porcentajes de pérdida en peso obtenidos mediante el andlisis de los espectros a
través del software IR Mentor, los cuales se muestran en la tabla 3 (IPN"s de PU/PANI de 90/10,
80/20 y 70/30, respectivamente), se observo que conforme transcurri6 el tiempo, el porcentaje de
pérdida en peso se incrementaba en ambos materiales, esto debido a que la enzima tiene mayor
accion en el ataque a los enlaces del grupo uretano, finalmente, fueron analizados mediante Minitab

y se encontré que las efectividades de la degradacion fueron 88, 89,6 y 89,98%, respectivamente.

Tabla 3. Porcentajes de pérdida en peso de los materiales compuestos de PU/PANI (90/10,
80/20 y 70/30, respectivamente, a diferentes periodos de tiempo utilizando la enzima ureasa.

Tiempo 90/10 80/20 70/30
Dias %Pérdida en peso %Pérdida en peso %Pérdida en peso

0 0,00 0,00 0,00

5 2,18 1,71 1,54

10 4,29 2,63 2,25

15 5,30 3,29 2,96

3.3. Meétodo diferencial. La Tabla 4 muestra las relaciones de 90/10, 80/20 y 70/30 de
PU/PANI, en donde se emple6 el método diferencial para comparar los diversos érdenes de

reaccién (1, 1,5 y 2), determinandose que el mecanismo de reaccion se ajustd a primer orden en
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cada una de las relaciones, debido a que las velocidades de las constantes para orden 1 comparadas
a los diversos dias presentaron menores cambios, es decir, son mas constantes, mientras que para
orden 1,5y 2 el valor de las constantes exhibieron cambios importantes a los diversos tiempos, por
lo cual se considera la cinética de orden 1. Estos resultados son similares a los reportados por
Rangel quien determin6 que los materiales reforzados mezclados y soportados de PU/HA son
vulnerables a las reacciones de hidrolisis mediante la accion de las enzimas papaina, ureasa y
esterasa, las cuales se llevo a cabo mediante una adsorcion hidrofoba en la superficie seguida de la
hidrolisis del enlace éster del PU comprobandose la cinética de orden 1 [6]. Ayad y col. estudiaron
la cinética de formacién de peliculas de PANI en donde concluyeron que la reaccion se ajusté a
primer orden [15]. Ma y col. determinaron la cinética de polimerizacion de la anilina de orden 1
concluyendo que el incremento de la concentracion de radicales generaba que la polimerizacion
iniciara [17]. Yano y col. estudiaron la electropolimerizacion de la anilina mediante técnicas
cronoamperimetras en donde describieron la cinética por etapas concluyendo que en las dos etapas
se obtenia una regresion lineal a través de la cual se ajusta a orden 1. Esto debido que la constate de
velocidad dependia de la concentracién, generando que el mecanismo de reaccion sea el mismo en

las dos etapas, aunque el complejo de activacion también dependia de la concentracion [20].

Tabla 4. Ordenes de reaccion de las relaciones 90/10, 80/20 y 70/30 de PU/PANI
determinados con el método diferencial.

Relacién 90/10 80/20
Tiempo n=1 n=15 n=2 n=1 n=15 n=2
Dias
0 0,0359 0,0467 | 0,0514 | 0,0342 | 0,0437 | 0,0503
5 0,0351 0,0439 | 0,0419 | 0,0329 | 0,0401 | 0,0428
10 0,0345 0,0391 | 0,0358 | 0,0318 | 0,0363 | 0,0372
Tabla 4. Continuacion.
Relacién 70/30
Tiempo n=1 n=15 n=2
Dias
0 0,0279 0,0388 0,0406
5 0,0274 0,0258 0,0278
10 0,0271 0,0128 0,0152
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3.4. Hyperchem. La mecénica cuéntica puede ser usada para calcular un amplio intervalo de
propiedades estructurales y termodinamicas [21]. En la Tabla 5 se muestran los resultados
determinados mediante la aplicacion de software Hyperchem en los métodos de mecénica cuantica
y semiempirico, con los cuales se aprecié que el orden de reaccion para las diversas relaciones de
PU/PANI (90/10, 80/20 y 70/30, respectivamente) se ajustd a orden 1, comprobandose los
resultados del método diferencial, ademéas de apreciarse que las diferentes reacciones se llevaron a
cabo debido a que las energias totales representan la energia libre de Gibbs y al ser negativa
significd que las diversas reacciones ocurrieron. Los resultados de la simulacion de la hidrolisis
mediante la enzima ureasa, se realizaron durante la primera etapa del mecanismo de reaccién de
acuerdo al método de Karplus, en donde ocurre un ataque nucleofilico del &tomo de carbono del
grupo carbonilo mediante la molécula de agua, la cual se llevo a cabo debido al sitio activo de la

enzima, por lo que, la hidrélisis fue notoria [22].

Tabla 5. Ordenes de reaccion determinados mediante Hyperchem para las IPN’s de
PU/PANI, respectivamente.

Relacion 90/10 80/20
Método Modelo Total de energia n Total de energia n
(J/mol) (J/mol)

Cuantico

PM3 Semiempirico -8.75 X 10’ 0,998 -8.70 X 10’ 0,996
Cuantico

AM 1 Semiempirico -1.71 X 108 0,995 -1.68 X 10° 0,993
Mecénica

MM+ Estadistica -1.61 X 108 0,996 -1.59 X 10® 0,993
Mecénica

Amber Estadistica -1.59 X 10° 0,995 -1.55 X 10° 0,991

Tabla 5. Continuacioén.

Relacion \ 70/30
Método Modelo Total de energia n
(J/mol)

Cuantico

PM3 Semiempirico -8.62 X 10’ 0,993
Cuantico

AM 1 Semiempirico -1.60 X 10° 0,992
Mecanica

MM+ Estadistica -1.53 X 10° 0,991
Mecanica

Amber Estadistica -1.48 X 10° 0,990
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4. CONCLUSIONES

Con los estudios de cinética mediante el método diferencial se determino que el orden de
reaccion para las diferentes relaciones de PU/PANI (90/10, 80/20 y 70/30, respectivamente) fue de
primer orden, debido a que las velocidades de las constantes para orden 1 comparadas a los diversos
dias presentan menores cambios, es decir, son mas constantes, mientras que para orden 1,5y 2 el
valor de las constantes presentan cambios importantes a diversos tiempos, por lo cual se considera
la cinética de orden 1.Utilizando el software Hyperchem mediante el método de mecénica cuéntica
y semiempiricos, se comprobd que el orden de reaccion fue de primer orden para cada una de las
relaciones de PU/PANI, ademas se determinaron las energias libre de Gibbs con los cuales se
corroboro que las reacciones de hidroélisis se llevaron a cabo. Mediante FTIR se detectaron los
cambios en los espectros de las tres IPN’s, lo cual indico que la hidrélisis ocurrié al disminuir la
intensidad de la banda de absorcién a 1.042 cm™, correspondiente al enlace éster, 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.
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