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INTRODUCCTION

Entre las numerosas sustancias empleadas por la industria farma-
céutica en nuestro pais, se oncuontra la tripsina, enzima de ori-

gen animal,

La tripsina, al igual que toda materia prima utilizada en la fabri-
cacidon de un medicamento, debe ser analizada antes de su empleo,
durante el proceso de fabricacion y on el producto terminado, as{
como, durante los estudios de estabilidad cuando se trata de un me-

dicamento nuevo.

Para efectuar la valoracidon de esta enzima, el método mas emplea~
do es el que se basa en la relacion existente entre la actividad en-~
zimatica y la velocidad inicial de la hidrolisis del clorhidrato del

éster etilico de la N-benzoil-L-arginina. Durante este ensayo, deben

ser controlados diversos factores, tales como, concentracidon de sus-
trato, tiempo de reaccion, pH de la mezcla reaccionante, tempera-

tura; para lo cual es necesario contar con un equipo adecuado.

La finalidad de esta tesis es estudiar los cambios que en la activi-
dad enzimatica de la tripsina, causan variaciones en la temperatura

a la cual se lleva al cabo la determinacion y hacer una evaluacion




de los resultados obtenidos a cada una de las temperaturas selec-~

cionadas.




ENZIMAS

Las funciones de todos los organismos vivos dependen de reacciones
quimicas, las cuales sc llevan al cabo, gracias a la accién de ca~
talizadores, sin la ayuda de los cuales, se requeririan ciertas con-
diciones que serian incompatibles con la vida normal de una célula.
Estos catalizadores bioldgicos son las enzimas, que reunen cuatro

propiedades fundamentales que las hacen excepcionales:

ESPECIFICIDAD
La mayoria do ellas cataliza unicamente un rango especifico de

reacciones, y en muchos casos, solo catalizan una roaccidn.

EFICIENCIA
Casi todas las reacciones enzimaticas, en condiciones optimas, se

8 11 . .
llevan al cabo de un 10 a un 10 ~ veces mas rapido que las reac-

ciones correspondientes no onzimaticas.

VERSATILIDAD

Esto es, pueden catalizar reacciones de hidrolisis, deshidratacién,

oxido~reducciodn, polimerizacidn, por radicales libres, etc..




CONTROL
Las enzimas se encuentran sujetas a una variedad de controles ce-
lulares. Su concentracion final y su velocidad de sintesis estin
bajo control genético. Ademas, se oncuentran prosentes, tanto en
forma activa como inactiva, y son ciertos cambios en el medio
ambiente los que regulan la velocidad de conversién de una forma

a otra.

Para poder clasificar a las enzimas, la Unidn Intornacional de Bio-
quimica, al través de la Comisién do Enzimas, ha establecido un
sistema que también sirve como baso para asignar un nimero de
codigo a cada una de ellas. Este nimero contiene cuatro olementos

separados por puntos, los cuales tienen el siguiente significado:

N ° ~ . s_e
i) El primer nimero senala a cual de las seis divisiones o cla~
ses principales pertenece la enzima.
ii) El segundo numero indica la subclase.
iii) El tercer nimero indica la sub-subclase.
. A ~ ’ . :
iv ) El cuarto nimero senala el nimero de serie que la enzima

tiene en la sub-subclaso.

Las seis principales clases de enzimas son las sipguientes:




OXIDOREDUCTASAS. Reacciones de 6xido-reduccion.
TRANSFERASAS. Transferencia de un grupo quimico o de una
molécula a otra.

HIDROLASAS. Ruptura hidrolitica de enlaces tipo C-O, C-N,
Cc-C.

LIASAS. Adicidn de grupos a dobles ligaduras o viceversa.
ISOMERASAS. Cambios geométricos o estructurales intramo-
leculares.

LIGASAS O SINTETASAS. Condensacion de dos moléculas aco-~
pladas con la hidrdlisis de una unidon pirofosfato de ATP o un

trifosfato similar.




TRIPSINA

Dentro de las hidrolasas se encuentran las enzimas que actlan so-

. £ qe
bre uniones peptidicas; en esta clase y subclase se encuentra cla-

sificada la tripsina.

La tripsina es una proteinasa (enzima proteolitica, endopoptidasa)

cuyo nimero de clasificacién es el 3.4.21.4.

La principal fuente de obtencion de la tripsina es el pancreas de

buey, Bos Taurus Linné (Fam. Bovidae).

El precursor de la tripsina es el tripsindgeno, el cual es sinteti-
zado en las ceélulas exdcrinas del pancreas y es secretado al lumen
del duodeno. El tripsindgeno es convertido a tripsina por medio
de la enterogquinasa y también autocataliticamente por medio de la

tripsina ya formada.

El tripsinégeno es una cadena de 229 aminoAcidos unidos por seis

puentes disulfuro (Figura 1).

La tripsina se produce comorcialmente a partir dol tripsinogeno
: : : ’ o)
mediante una activacion lenta @ un pHH de 8 y a 5° C, en pre-

- 0 -~




sencia de cloruro de calcio. La tripsina asi obtenida, es una mez-

cla que contiene principalmente P Y < tripsinas.

Graficamente, la conversion de tripsindgeno a las diforentes formas

de tripsina se muestra en la figura 2.

Los pesos moleculares aproximados para el tripsindgeno y las trip-

sinas son de 23560 -~ 23700.

La tripsina cristalizada es un polvo amorfo o cristalino de color
. 1cm
blanco o blanco amarillento. Su E1 % = 15.4 a 280 nm. Es es~

table indefinidamente en estado seco a temperatura ambiente. Es

soluble en agua y practicamente insoluble en alcohol.

La enzima es desnaturalizada reversiblemente por un pH arriba de
11, por precipitacién con Acido tricloroacético o por altas concen-

traciones de urea.

La tripsina cataliza preferentemente la hidrolisis de uniones en las
que se encuentra el grupo carboxilo de arginina o lisina. Los pép-
tidos, las amidas y los esteros de ostos aminoacidos son hidroli-
zados en el siguiente orden: péptidos ¢ amidas ¢ ésteres. El pH

» ’ . .’
al cual se encuentra la velocidad maxima d. esta reaccion os entre
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ACCION TERAPEUTICA

La tripsina actlz directamente para hidrolizar proteinas no afectan-
do las células vivas, por lo tanto, es utilizada para la destruccion
de tejido necrético en heridas, Glceras, abscosos y fistulas. Tam-
bién es util para la licuefaccion de sangre coagulada y exudados

que aun no tienen presento tojido fibroso.

Dado su efecto irritante sobre la mucosa del tejido respiratorio,

sy : foe
no se utiliza mas ampliamente como agente mucolitico.

En combinacién con quimotripsina, ha sido ampliamente utilizada

para la prevencidon y el tratamiento de estados inflamatorios.

~ 10 -~




EFECTO DE LA TEMPERATURA EN REACCIONES

CATALIZADAS POR ENZIMAS

Como todas las reacciones qufinicas, las reacciones catalizadas por

enzimas, son seusibles a camnbios en la telmiperatura.

En la grafica | se puedo observar el curso de una reaccidén enzi-
matica, efectuada a divorsas temperaturas en funcibén del tiempo.
Un intento de determinar la temperatura optima para esta reacciéon
daria tres valores diferentos para cada uno de los poriodos de

tiempo (designados como t1, t2 y t.). Aunque la velocidad de

3
. 2 e s ()

reaccion inicial parece aumentar con la temperatura hasta 80 C,

el examen mas cuidadoso de estas curvas, muestra que por enci-

o] - -

ma de 50 C hay una cafda de la actividad con el tiompo, y que

la disminucidén es mas senalada a temperaturas mas elevadas.

Estos resultados se deben a dos factores: un aumento en la ve-

locidad inicial a causa del incremento e inactivacidén de la enzima

’ . + 7
a temperaturas mas elevadas a causa de su desnaturalizacion.




TRANSFORMADO

SUSTRATO

R

[ s

50°
,60°

70°

40°

T ————— 800

s

H ta

T | E M P O

EFECTO DE LA TEMPERATURA EN
UNA REACCION CATALIZADA POR
ENZIMAS.

GRAFICA . I

- 12 -

(7]




PARTE EXPERIMENTAL

EQUIPO

~ Espectrofotémetro Pyo~Unicam, modelo 1800, UV-Visible equipa-
do con:
Compartimionto termostatico para celdas,
Sistema para graficar a longitud de onda constante.

~ Bano de agua externo oquipado con termoregulador y bomba.

~ Termémetro para la medicién de la temperatura de las celdas.

~ Termémetro graduado en décimas de grado centigrado.

REACTIVOS

~ Solucién 0.067 M de Buffer de Fosfatos pH 7.6
Disolver 4.54 gr de fosfato de potasio monobasico en agua para
hacer 500 ml de solucién. Disolver 4.73 gr de fosfato.de sodio
dibisico anhidro en agua para hacer 500 ml de solucién. Mez~-
clar 13 ml de la solucién de fosfato do potasio monobasico con
87 ml de la solucién de fosfato de sodio dibasico anhidro.

- Solucidén Sustrato
Disolver 85.7 mg de clorhidrato del éster etilico de la N-ben-
zoil-L~arginina en agua para hacer 100 ml, Diluir 10 ml de
esta solucidén con solucion 0.067 M de buffer de fosfatos pH
7.6 para hacer 100 ml. Determinar la -bsorbancia de costa so-

- 13 -




lucion en celdas de 1 cm a 253 nm en un espectrofotdmetro ade-
cuado, equipado con termoespaciadores para mantener la tempe-
ratura a 25 % 0.1° C, usando agua como blanco. Mediante 1la
adicion de sohieidn 0.067 M de buffer de fosfatos pH 7.6 4 de
solucion sustrato antes de diluir, ajustar la absorbancia para
que mida no menos de 0.575 y no mas de 0.585 . Usar esta
solucién en un lapso de dos horas.

- Solucién Muestra de Tripsina.
Disolver una cantidad suficiente de la muestra por analizar,
exactamente pesada, en soluciéon 0.001 N de HCl para obtener
una solucién que contenga entre 50 y 60 U USP de tripsina

por ml.

METODO DE VALORACION

Medir 0.20 ml de solucion 0.001 N de HCl y 3.0 ml de la solucién
sustrato en celdas de 1 em. Colocar la celda en el espectrofotdme-
tro y ajustar el instrumento para que la absorbancia lea 0.050 a

253 nm. Medir en otra celda 0.20 ml de la solucidén muestra de
tripsina, agregar 3.0 ml de solucion sustrato y colocar la celda en
el espectrofotometro (el orden de adicidén es importante). Al momen.-
to que se adiciona la solucidén sustrato, empezar a tomar el tiempo

’ s : .
con un cronometro y leoer la absorbancia a intervalos de 30 segun-

dos durante 5 minutos. Repetir el procedimiento con la misma solu-

— 14 -




cion por lo menos una vez. Trazar una curva con los valores obte-
nidos de absorbancia contra tiempo; se deben de utilizar solo los
valores que forman una linea recta para determinar la actividad de
la enzima. Si la velocidad de cambio no permanoce constante por
lo menos durante 3 minutos, se dobe repetir el ensayo, y si es ne-~

cesario, utilizar una concentraciéon mas baja de enzima.

Una unidad USP de tripsina es la actividad que causa un cambio de
0.003 en la absorbancia por minuto, bajo las condiciones de reac-

2?7 Lops
cion especifica.

FUNDAMENTO DEL METODO DE VALORACION

Los investigadores G. W. Schwert y Y. Takenaka, encontraron que
la absorbancia del ester et{lico de la N-benzoil-L-arginina, es mu-
cho mas debil a 253 nm que la de la N-benzoil-L-arginina, por lo
tanto, la hidrdlisis del éster puede ser seguida espectrofotométri-

camente (Grafica 2).

También seleccionaron el pH al cual se debe efectuar esta reaccion

de acuerdo con los datos obtenidos e ilustrados en la Grafica 3.

Ademas, existe una relacion lineal entre la velocidad inicial de la

hidrolisis y la concentracion de tripsina  (Grafica 4).
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N-BENZOIL -L~-ARGININA CON DIFERENTES
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8.00 Y 25°C.
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La velocidad de esta reaccion puede determinarse mediante lecturas

de absorbancia a intervalos de tiempo regulares

La formula para esta reaccidén os:

Ester eotilico de N-benzoil-L-arginina 4 H_O0  —==ifiioca-. :

N-benzoil-L-arginina - etanol

El uso de sustratos sintéticos para la determinacion de la actividad
3 V) . e s .

enzimatica de la tripsina, tiene la gran ventaja de su mayor espe-

cificidad, siendo la principal desventaja, el requerimiento de un es-

pectrofotdmotro equipado con un compartimiento para celdas, capaz

de ser mantenido a temperatura constante.

PROCEDIMIENTO

La muestra con la que se efectud este trabajo fue Zymolean XIR,
lote nimero 4-82 de Canafarma, S. A., con un contenido tedrico
de tripsina de 1588 U USP/mg. EIl mecétodo do valoracion indica

que dobe utilizarse una cantidad de enzima, tal que, en la dilu-

cion final se tenga una concentracién tedrica do tripsina entre 50
y 60 U USP/ml, por lo que se establecio trabajar de acuerdo al

siguiente procedimiento:




Tomar una muestra entre 36.0 y 38.0 mg, pesaria exactamente y
disolverla en suficiente solucién 0.001 N de HCI para tener 100 ml.
De esta solucion, tomar 5 ml y llevarlos a 50 ml con solucidon
0.001 N de HCl. La concentracion tedrica de esta solucidon esta en-
tre 57.2 y 60.3 U USP/mg. Con esta solucion, que es la solucion
muestra de tripsina, se siguio el método de valoracion antes men-
cionado. Cabe senalar, que para cada determinacidén, se efectud

una pesada diferente.

Es importante mencionar, que tanto la temperatura en las celdas,

~ . ’ + (o]
como en el bano de agua, se mantuvo con una variacion de T 0.1
con respecto a la temperatura que se estuviere trabajando, ésto es,

20° ¢, 25° ¢, 30° ¢ &6 37° c.

- 20 -
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RESULTADOS

Con los datos de absorbancia y tiempo, obtenidos para cada una de
las determinaciones efectuadas a las diferentes temperaturas y uti-

lizando la siguiente formula:

U USP/mg
0.003 tW

en donde: A =~ Lectura de absorbancia al tiempo final
A_ -~ Lectura de absorbancia al tiempo inicial
t =~ Tiempo transcurrido entre la lectura inicial
y la lectura final, en minutos
W ~ Peso en mg de la enzima que se esta ana-
lizando en el volumen de solucidon utilizado
en el analisis,

se obtuvieron los siguientes resultados:

- 21 -




No.

1.

0.123

0.112

0.120

0.148

0.130

0.106

0.123

0.125

0.168

0.094

0.123

0.125

0.122

0.128

0.117

0.140

0.169

0.094

0.080

0.090

0.073

0.107

0.085

0.084

0.101

0.102

0.127

0.070

0.079

0.079

0.099

0.080

0.068

0.118

0.122

0.070

TABLA 1

TEMPERATURA 20°

w

0.00800

0.00800

0.00796

0.00804

0.00794

0.00796

0.00804

0.00792

0.00806

C

U USP/mg

895.8
916.6
979.2
854.2
942.2
921.3
912.1
953.6
860.6
1007.5
921.3
963.2
953.6
995.0
1031.1
926.0
971.8

992.5

U USP/mg

Promedio

906.2

916.7

932.0

932.8

934.1

942.3

974.3

978.5

982.2




No.

10.

11.

12.

13"

14.

15.

16.

17.

18.

19.

0.084

0.146

0.093

0.121

0.108

0.133

0.085

0.113

0.122

0.123

0.104

0.171

0.142

0.119

0.121

0.100

0.172

0.102

A,

no

0,100

0.060

0.100

0.069

0.072

0.085

0.088

0.060

0.063

0.099

0.075

0.080

0.122

0.083

0.070

™

Do

.

W

0.0079G6

0.00794

0.00796

0.00794

0.00800

0.00796

0.00804

0.00800

0.00796

0.00794

23 -

- 7
U USP,/ mg

963.2
1005.0
965.6
1007.5
1026.0
963.2
944.6
1049.5
1041.6
958.3
1005.0
1005.0
1015.7
1015.7
1020.8
1020.8
1005.0
1047.0
1007.5

1091.5

U USP/mg

Promndio

984.1

986.6

994.6

997.1

1000.0

1005.0

1015.7

1020.8

1026.0

1049.5




U USP/mg
U USP/mg
Promedio

1018.3
0.00802 1091.0
1163.7




0.104

0.107

0.185

0.148

0.122

0.143

0.120

0.107

0.142

0.110

0.112

0.124

0.151

0.115

0.170

0.115

0.148

0.119

0.019

0.022

0.112

0.068

0.064

0.084

0.028

0.050

0.083

0.050

0.053

0.063

0.099

0.062

0.078

0.023

0.086

TABLA 2

TEMPERATURA 25° C

3]

0.00804

0.00716

0.008B06

0.00B06

0.00790

0.00794

0.00686

0.00800

0.00800

U USP/mg

1174.
1174.
1132.
1241,
1199.
1220.
1268.
1178.

1244,

1265

1238.

1280.

1263.

1287.

1277.

1277,

1291,

1270.

6

7

8

S

3

0

3

6

7

.8

5

4

3

6

7

7

6

8

U USP/mg

Promedio

1174.7

1187.2

1209.6

1223.5

1255.3

1259.5

1275.5

1277.7

1281.2




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

0.109

0.093

0.133

0.107

0.077

0.119

0.181

0.111

0.176

0.116

0.153

0.107

0.154

0.124

0.173

0.137

0.196

0.102

0.178

0.168

0.047

0.030

0.070

0.076

0.046

0.056

0.118

0.080

0.081

0.053

0.090

0.045

0.091

0.091

0.108

0.073

0.131

0.105

0.00804

0.00804

0.00794

0.00794

0.00800

0.00790

0.00800

0.00796

0.00800

0.00768

U USP/mg

U USP/mg

1285.2
1305.9
1306.0
1285.2
1301.4
1322.4
1322.4
1301.4
1319.4
1312.5
1329.1
1308.0
1312.5
1375.0
1361.0
1340.0
1354.2
1375.0
1367.2

1386.4

Promedio

1295.5

1295.6

1312.0

1312.0

1316.0

1318.5

1343.8

1350.5

1364.6

1376.8



20.

21.

22.

23.

24.

25,

0.168

0.137

0.208

0,123

0.140

0.079

0.143

0.094

0.205

0.110

0.198

0.100

0.070

0.143

0.090

0.072

0.077

0.060

0.134

0.075

0.127

0.00810

0.00786

0.00806

0.00792

0.00816

0.00798

U USP/mg

1399.2

1378.6

1378.3

1399.5

1406.1

1406.1

1388.8

1431.0

1450.0

1429.7

1482.8

1462.0

U USP/mg

Promedio

1388.9

1388.9

1406.1

1410.0

1440.0

1472.4



No.

0.160

0.176

0.130

0.231

0.170

0.214

0.223

0.192

0.170

0.244

0.190

0.193

0.240

0.184

0.198

0.100

0.130

0.134

0.122

0.138

0.092

0.192

0.130

0.174

0.101

0.151

0.129

0.204

0.100

0.149

0.198

0.142

TABLA 3

TEMPERATURA 30° C

t w
3

0.00796
2
2

0.00806
1
1

0.00796
1
1

0.00796
1
1

0.00804
3
1

0.00796
1
1

0.00800
2
1

0.00804
1
1

0.00796
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U USP/mg
U USP/mg
Promedio

1535.5

1521.5
1507.5
1571.5

1571.5
1571.5
1591.3

1597.3
1603.3
1633.2

1654.1
1675.0
1658.4

1672.2
1686.0
1717.0

1717.0
1717.0
1666.6

1770.8
1875.0
1824.2

1782.8
1741.3
1758.8

1800.6
1842.5




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

170

18,

19,

0.203

0.150

0.204

0.145

0.162

0.190

0.216

0.141

0.226

0.155

0.154

0.185

0.214

0.142

0.232

0.236

0.250

0.191

0.142

0.172

A

0.118

0.106

0.161

0.100

0.117

0.147

0.172

0.097

0.142

0.109

0.109

0.141

0.167

0.099

0.186

0.101

0.112

0.102

0.098

0.124

o

0.00800

0.00800

0.00800

0.00800

0.00796

0.00798

0.00798

0.00804

0.00798

0.00800

U USP/mng

1770.8
1833.3
1791.6
1875.0
1875.0
1791,.6
1833.3

1833.3

1926.3
1879.7
1838.0
1936.2
1796.2
1907.1

1865.7

1858.8
1833.3

2000.0

U USP/mg

Promedio

1802.0

1833.3

1833.3

1833.3

1842.5

1858.6

1879.7

1886.4

1890.2

1916G.06




20.

21.

22.

23.

0.189

0.129

0.138

0.185

0.179

0.119

0.237

0.191

0.098

0.082

0.091

0.139

0,135

0.072

0.190

0.143

30

0.00796

0.00798

0.00792

0.00804

U USP/mg

1905.4
1968.2
1963.2
1921.5
1936.0
1978.1
1948.6

1990.0

U USP/mg

Promedio

1936.8

1942.4

1957.0

1969.3




No.

1.

0.259

0.222

0.199

0.197

0.140

0.208

0.230

0.173

0.162

0.170

0.244

0.249

0.249

0.182

0.252

0.271

0.172

0.184

TEMPERATURA

0.103

0.104

0.140

0.089

0.084

0.150

0.172

0.114

0.098

0.110

0.183

0.122

0.122

0.120

0.189

0.208

0.110

0.120

TABLA 4

0.00804

0.00796

0.00800

0.00804

0.00800

0.00800

0.00804

0.00804

0.00804

37

C

U USP/mg

2155.8
2446.1
2470.7
2261.3
2333.3
2416.6
2404.6
2446.1
2666.6
2500.0
2541.6
2645.8
2632.7
2570.5
2612.0
2612.0
2570.5

2653, 4

U USP/mg

Promedio

2301.0

2366.0

2375.0

2425.4

2583.3

2593.7

2602.0

2612.0

2612.0




No.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17,

18.

19.

0.215

0.139

o. 157

0.230

0.261

0.192

0.260

0.260

0.218

0.150

0.171

0.164

0.150

0.142

0.181

0.182

0.180

0.254

0.202

0.217

0.073

0,094

0.164

0.196

0.125

0.193

0.130

0.152

0.084

0.103

0.100

0.082

0.075

0.114

0.115

0.110

0.189

0.133

32

W

0.00808

0.00796

0.00800

0.00800

0.00800

0.00796

0.00808

0.00800

0.00800

0.00800

U USP/ng

2681.5
2722.7
2658.2
2763.8
2708.3
2791.6
2791.6
2708.3
2750.0
2750.0
2847.5
2680.0
2805.3
2764.0
2791.6
2791.6
2916.6

2708.3

2791.6

U USP/mg

Promedio

2702.1

2711.0

2750.0

2750.0

2750.0

2763.7

2784.6

2791.6

2812.5

2833.3




0.00804

U USP/mg

2819.2

2902.2

U USP/ng

Promedio

2860.7




ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Para llevar al cabo los cilculos de media, desviacidén standard,
error standard, llmite de confianza de la media y coeficicato de
variacion de los resultados obtenidos a las cuatro temperaturas
seleccionadas para desarrollar este trabajo, se utilizaron las si-

guientes féormulas y los datos que se encuentran en las tablas 1,

2, 3y 4.
Media:
- 2%y
x — e ———
n
Desviacién Standard:
-2
= (% = x)
s = n - 1
Error Standard:
= = —=
X |’ o
L{mites de confianza de la media:
; i ts—
. X
Coeficiente de variacidén:
. cv = —=—(100)
X
en donde: X, - Valor de U USP/mg

n ~ Numero de valoraciones efectuadas

- 34 -
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t

-

Valor obtenido en tablas para una

confiabilidad del 95 %

libertad igual a n - 1

y grados de




TABLA 5

TEMPERATURA 20° C

U USP/mg Porcentajes
de muestra respecto a
la x
No. X %x (x = x) (x - ;)2
1. 906.2 92.14 ~77.3 5975.29
2, 916.7 93.20 ~66.8 4462.24
3. 932.0 94.76 -~51.5 2652.25
4. 932.8 94.84 -50.7 2570.49
5. 934.1 94,97 -~49.4 2440. 36
6. 942.3 95.80 ~41.2 1697.44
7. 974.3 99.06 - 9.2 84.64
8. 978.5 99.50 - 5.0 25.00
9. 982.2 99.86 - 1.3 1.69
10, 984.1 100.06 0.6 0.36
11. 986.6 100. 31 3.1 9,61
12, 994.6 101.12 11.1 123.21
13. 997.1 101.38 13.6 184.96
14. 1000.0 101.67 16.5 272.25
15. 1005.0 102. 18 21.5 462,25
16, 1015.7 103.27 32.2 1036. 84
17. 1020.8 103.80 37.3 1391.29
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NOa

18.

19.

20.

- ~2
X %x (x - x) (% - x)

1026.0 104.32 42.5 1806. 25

1049.5 106,71 66.0 4356.00

1091.0 110.90 107.5 11556.25

x = 192%9'5 = 983.5 U USP/mg

o 41099. 67 _ —

s = J v ‘, 2163.14 =  46.51
46.51 46.51 _

g~ = —— o —— = 10.40

X ’/—2—(7 4.47

Limite de confianza de la media:
985.3 X (2.093)(10.40)

985.3 * 21.77

Coeficiente de variacién:

- __17.4 - &
cv = 37 4 (100) = 5.87
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TADLA G

TEMPERATURA 25° C
U USP/mg Porcentajes
de muestra respecto a
la x
No. x e (x - %) (x - x)?
1. 1174.7 89.2 ~142.7 20363.29
2. 1187.2 90.1 -130.2 16952.04
3. 1209.6 91.8 -107.8 11620.84
4. 1223.5 92.8 - 93.9 8817.21
5. 1255.3 95.3 - 62.1 3856.41
6. 1259.5 95.6 -~ 57.9 3352.41
7. 1275.5 96.8 - 41.9 1755.61
8. 1277.7 97.0 - 39.7 1576.09
9. 1281.2 97.3 - 36.2 1310.44
10. 1295.5 98.3 - 21.9 479.61
11. 1295.6 98.3 - 21.8 475.24
12. 1312.0 99.6 - 5.4 29,16
13. 1312.0 99.6 - 5.4 2.16
14. 1316.0 99.9 - 1.4 1.96
15. 1318.5 100.1 1.1 1.21
16. 1343.8 102.0 26.4 696.96
17. 1350.5 102.5 33.1 1095.61
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N~ v Oy (v = x) (v - ;)2
18. 1364.6 103.6 47.2 2227 .84
. 19. 1376.8 104.5 59.4 3528, 36
20. 1388.9 105.4 71.5 5112.25
» 21. 1388.9 105.4 71.5 5112.25
22. 1406. 1 106.7 88.7 7867.69
23. 1410.0 107.0 92.6 8574.76
24, 1440.0 109.3 122.6 15030.76
25, 1472.4 111.7 155.0 24025.00
x = 322:5'8 = 1317.4 U USP/mg
s = J 143892.16 = 5995.5 = 77.4
24 4
- = 7.4 = 7;'4 = 15.48
‘,zs
Limite de confianza de la media:
k]
1317.4 X  (2.06)(15.48)
, 1317.4 t 31.88
Coeficiente de Variacidn;
_ 77.4 .
cv = 3172 {(100) = 5,87
- 30 -
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

U USP/mg

de muestira

X
1521.5
1571.5
1597.3
1654.1
1672.2
1717.0
1770.8°
1782.8
1800.6
1802.0
1833.3
1833.3
1833.3
1842.5
1858.6
1879.7

1886.4

TABLA
TEMPERATURA
Porcentajes
respecto a

la x
%x
84.4
87.2
88.6
91.7

92.7

98.8

99.8

99.9
101.7
101.7
101.7
102.2
103.1
104.3
104.6

- 40 -~

{

30

G

(x - x)
-281.5
-231.5
-205.7
~148.9
-130.8
~ 86.0

- 32.2

30.3
30.3
30.3
39.5
55.6
76.7

83.4

(x - x)°
79242.25
53592. 25
43312.49
22171.21
17108.64
7396.00
1036.84
408.04
5.76
1.00
918.09
918.09
918.09
1560. 25
3091.36

5882.89




No.

18.

19,

20.

21.

22,

23.

R ok (x ~ %) (x = B2
1890.2 104.8 87.2 7603.84
1916.6 106. 3 113.6 12904. 96
1936.8 107.4 133.8 17902. 44
1042.4 107.7 139.4 19432.36
1957.0 108.5 154.0 23716.00
1969.3 109.2 166.3 2765569
X = 4122‘9.2 = 1803.0 U USP/mg

22

126.62

352734.1 = /16033.37 = 126.62

X
|, 23

- 126.62

4.796 26.4

Limite de confianza de la media:

1803.0 ¥ (2.074)(26.4)

1803.0 ¥ 54.75

Coeficiente de variacion:

126.62

cv =

1803.0

(100) = 7.02
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@/

No.

1.

10.

it.

i2.

13.

14.

15.

16.

17.

U USP/mg

de muestra

X
2301.0
2366.0
2375.0
2425.4
2583.3
2593.7
2602.0
2612.0
2612.0
2702.1
2711.0
2750.0
2750.0
2750.0
2763.7
2784.6

2791.6

TABLA
TEMPERATURA

Porcentajes
respecto a
la x

%x

86.8

89.3

89.6

91.6

97.5

97.9

98.2

98.6

98.6

102.0

102.3

103.8

103.8

103.8

104.3

(x - x)

~348.0

~283.0

~274.0

~223.6

~- 65.7

- 5503

- 47.0

~ 37.0

- 37.0

62.0

101.0

101.0

101.0

114.7

135.6

142.6

(x ~ ;)2

121104.00

80089.00

77076.00

49996.96

4316.49

3058.90

2209.00

1369.00

1369.00

2819.61

3844.00

10201.00

10201.00

10201.00

13156.09

18387.36

20334.76




~ =2

No. x ol (- x) (x - x)
18. 2812.5 106.2 166.5 27722.25
19. 2833.3 106.9 184.3 33966.49
20. 2860.7 107.9 211.7 44816.89
— [&
x = 5252’;9“’ = 2649.0 U USP/mg

s = 534238.8 = 28117.83 = 167.68
19
167.68 167.68

37.5

H

S .
X V’é? 4,47

Limite de confianza de la media:
2649.0 ¥ (2.093)(37.5)
2649.0 * 78.5

Coeficionte de variacién:

167.68
2649.0

cv = (100) = 6.33
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TABLA 9

Temperatura C 20 25 30 37
Media x 983.5 1317.4 1803.0 2649.0
’ s s &
Desviacion
s 46.51 77.4 126.62 167.68
Standard
Error
5 10.40 15.48 26.40 37.50
Standard x
Limites de
983.5 1317.4 1803.0 2649.0
confianza de
* 21,77 4+ 31.88 * 54.75 + 78.50
la media
Coeficiente de
cv 4,73 5.87 7.02 6.33
variacién
.?
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RECTA DR LOS CUADRADOS MINTMOS

Para estableccr una relacidén entre los resultados obtenidos en las
determinaciones de la actividad enzimatica de la tripsina por el
método de la hidrdlisis del éster etflico de la N-benzoil-L-argi-
nina y poder represontar graficamente tal rolacidén, se siguio el
método de la recta de los cuadrados minimos. Se tomo como ''x"
o variable independiento, a las temperaturas a las cuales fue
realizado este trabajo, y como '"y'" o variable dependiente, a los

valores de la actividad enzimatica obtenidos:

X Y
Temperatura U USP/mg
°c
20 983.5
25 1317.4
30 1803.0

La ecuacion de la recta de los cuadrados minimos tiene la si-

guiente formula:
y = aj 4 ax

Los resultados estimados, utilizando esta ecuacién, son los si-

guientes:




X y

Temperatura
o U USP/mg

C

19.5 917.2
20.0 958.2
20.5 999.2
21.0 1040.2
22.0 1122.1
23.0 1204.1
24.0 1286.0
24.5 1327.0
25.0 1368.0
25.5 1408.9
26.0 1450.0
27.0 1531.8
28.0 1613.8
29.0 1695.7
29.5 1736.7
30.0 1777.7
30.5 1818.7

La correlacion lineal de la recta obtenida es de 0.9943, siendo
satisfactoria por su cercanfa a la unidad.
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El método oficial en la USP XX, indica cue esta valoracién debe
o : . 2 o
efcoctuarse a 25 C y se permite una variacion de & 0.1 C en
la temperatura, poro como puede observarse en la tabla anterior,
s . o
una disminucién o un aumento de 0.5 C a esta tomperatura, oca-

sionara una variacién en el resultado de % 3.0 %.

o . . o s sps St
A 30° C, una variacién de * 0.5 C, significa una variacidén de

+ 2.3 % en el resultado obtenido.

o A o s o o .
A 20  C, una variacion de * 0.5 C, significa una variacién de

* 4.4 % en el resultado obtenido.
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CONCLUSIONES

La temperatura influye significativamente en el analisis de la
tripsina por el método de la hidrdlisis del clorhidrato del

ester etilico de la N-benzoil-L-arginina.

. o

Cuando la prueba se realiza a 25  C, dec acuerdo al método
de valoracion descrito en este trabajo, se puede esperar una
variacion en el resultado de ¥ 3.0 % si la variacidén en la

temperatura es de * 0.5° C.

El error absoluto debido a variaciones en la temperatura de
+ 0.5° C, es igual a 20° ¢, 25° ¢ y 30° C, pero el error

porcentual va disminuyendo al ir aumentando la temperatura.

Dados los resultados del analisis estad{stico de los datos ob-
tenidos, la temperatura mas recomendable para efectuar la

valoracién de tripsina por el método aquf descrito es 20° C.
Desde el punto de vista bioldogico Y 1‘:—11‘1’n:1céutico, la valora-~
cidén de la tripsina deberfa efectuarse a 37° C, sacrificando

entonces exactitud y precisién del método.
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