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I
INTRODUCCION



Un detergente es una sustancia sintética que reduce ta ten-
sidn superficlal del agua en que se disvelve y por ello facitita
el lavado y la limpieza de los objetos. Los primeros que desarro-
1taron los "jabones sintétlcos"” o detergentes fueron los alemanes
durante ta Primera Guerra Mundial. Se componfan de sulfonatos de
algquil-naftateno de cadena corta los cuales son buenos agentes hy
mectantes pero malos en accién detergente. Este hecho inicio el
interés mundial por el desarrollo de detergentes vy en la actuali-
dad se continua con este tipo de estudios. Originalmente los de-
tergentes eran compuestos de cadena corta y sulfatos alcohslicos_
de cadena larga (ados cuarenta)l, después conslstian en compuestos
de¢ cadena ramificada de las siguientes dos décadas. Durante la df
cada de 1960 surge 1a necesidad de producir detergentes biodegra-
dables, Yo que provocd el regresc 2 las cadenas lineales, ya cgue
s31o este tipn de cadenas se pueden biodegradar féclilmente, ade-
mis a3 finales de esta misma década una cowmpahla muy imporlante_
Tlamada PRCCTER £ GAMBLE iIntroduce en et Continente Americano de-
iergentes enzimdticos o bioldgicos que ya eran muy comunes en Eu-
ropa afios atrds.

Los detergentes biloldaices presentan en su fornulacidn, ade-
mds del agente tensoactivo, mlcroencapsulados 1os cuales contie-
nen enzimas degradativas, éstas descomponen 5 alteran la composi-
cidn de la sucicdad (Vipidos, almidones y proteinas) y hacen que
las partfculas se puedan eliminar mis facilmente.
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OBJETIVOS



1.~ Comprobar la actividad enzimStlca de PROTEASAS y ALFA-AMILASAS

presentes en microencapsulados utilizados en detergentes biold

gicos. en condiciones de laboratorio y de utilizacién doméstica.

2.- Realizar la Cinética Enzindtica e éstas enrimas en condicio--

nes. de-utilizacidn.
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HIPOTES] S



- Los microencapsulados utilizados en detergentes bvlolégicos tie~

nen actlvidad enzimitice en condiciones de wtiiizacidn..
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GENERALIDADES



A} DETERGENTES.

Los detergentes dlfieren de los jabones por su modo de actuar
con aguas duras; los jabones forman compuestos insolubles con los
fones calcio y magnesic presentes en €sta, los cuales reducen las
scciones espurante y limpladors mientras gque los detergentes pue-
den reaccionar con los iones del agua dura, pero los productos re-
sultantes son solubles y/o permanecen dispersos en forma cololdal
en el agua.

tas propiedades tensoactivas del detergente hacen que el agua
se adhlera mis [ntimamente a la suciedad fijada en la ropa, la va-
jilla u otras cosas, que despegue sus partlculas y forme una emul
sidn que las mantiene en suspensidn en el agua.

Las detergentes son bisicamente sulfonatos gque se obtienen --
tratando derivados del petrdles con Scldo sulfdrico. Dado el uso -
gue se cdestina al detergente, se adopta deterrinado sulfonato y se
corbina con rtros ingredientes dotados de propiedades particulares
come son: el trifosfato s8dico y la carboximetril celuloss que dis-
sersan las partizulas de suciedad, los antiespurmantes evitan la -«
formacidn de un excesc de espurma, el perborato de sosa arocura us_
blangueo que puede ser acentuado por un ligero colorante azul ,etc.

tas moléculas de tos detergentes tienen grupos afines a) agua
{hidrofilicocs} en un extremo y grupos repelerntes al agua [hidrofé-
bicos) en el otro. Estas propledades especiales scn importantes pa
r2 la eliminacidn de manchas ta cual se logra por medio de la hu--
mectacibn, emulsificacidn y dispersidn por el agente linmpiador. Pa
r3 que esto suceda las moléculas de detergente se pueden agregar -
en agua en raclmos esféricos llarados micelas (FIGURA 1}. La parte
no poltar de las moléculas se reGnen en el interior de la micela y
el grupo polar en el exterior.

Los compuestos solubles en aceite pero insclubles en agua,con
frecuancia se disuelven en el centro de 13 micela atraidos por los
grupas de hidrocarburos {parte no polar), a este proceso se le co-

noce como so|ubtli:a:ldn.2



€1 agente limpiador de los detergentes es conocldo como sur-
factante o agente tensoacttivo y comprende '‘cualquler compuesto que
afecta (generalmente reduce) 1a tensidn superficial al dlisolverse
en agua o en soluclones acuosas, o que de modo similar afecta la -
tensidn interfacial entre dos !iquidos. E1 Jabdn es un material Ze
este tipo, pero el término se aplica con mis frecuencta a los de-
rivados orgdnicos como las sales sddicas de sulfatos o sulfonatos_

de alto peso molccular',
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FIGURA 1,
ESQUEMA DE UNA HICELA

Los surfactantes de detergentes realizan la principal accidn
de Timpieza durante e' lavado, por mecio de la reduccidn de la ten
.si8n superficial. £1 proceso de limpieza consiste en:

1) Mumectacidn de la suciedad y de la superficle del material que
va a lavarse con ta solucidn detergente.

2} €)imlnacidn de 'a suciedad de la superficle.

3) Lograr que ta suclecad PErmanezca en una solucidn estable o en
una suspensién (detergencial.

En el agua de Tavado, los detsrgentes au~enian la capacicaa -
humectante del agua rera que pueda penetrar mi3s ficilmente por to-
do &1 mater{al, alcance a la suciedad y de esta forma empiece a =~

eliminarta. Cada molécula ce 13 solucidn limpladora se puede consi

w



derar de cadena larga, una terminal de la cadena es hidroflitica;la
otra es hidrofdbica y esta Gltima muestra afinldad por la suciedad
que se va a eliminar. Las terminales hidrofébicas de algunas de es
tas moléculas son atrafdas a una particula de mugre y la rodean,al
mismo tiempo las terminales hidrofilicas separan las moldculas vy
partfcutas de mugre del material que se estd lavando hacia el agua
de lavado, esta es5s la accidén que al combinarse con la agltacién me
cdnica del lavado, hace capaz a un detergente de eliminar la su--
ciedad, suspendiendola y evitando que se deposite nuevamente en el
material,

Los detergentes se clasiflican en cuatro grupos principales se

zdn el grupo hidrofTlico que pressnta éste:
-Anignicos: sulfonates (~SO3“).

+ +
-tatidnicos: aminas ( N(CHS)B’ SCoHgH ).

-No Iénicos: alcoholes (-(0CH,CH,} OK).
-Anfotéricos: contlenen grupos catidnicos y aniénicos.

€n muchos casos la porcifn hidrofdbica es un hidrocarburo que
contiene de 8 2 18 Stomos de carbono en una cadena lineal o ligera
mente ramificada.

Los principales componentes de un detergeate son:

~Agentes tensocactivos.

~Zeolitas.

~Coadyuvantes alcalinos.

-Blanqueadores.

-Agentes que impliden la redeposicién.

-Perfumes.

-Modificadores de espuma.

10



En los Gltimos afos se han Introducldo al mercado: los deter-
gentes bioldgicos, los cuales, contlenen ademds de todos los compo
nentes mencionados enzimas degradativas gue ellminan bloldglicamen~-
te la suciedad del material, proporcionando una mayor eficacia en
el lavado. ~

Para este estudio ta Importancla del comportamiento enzimti-
co pars el efecto del lavado, es la propiedad mids importante de un
detergente, pero adermds cabe mencionar también las sigulentes pro-

piedades de los detergentes hfolég!cos:‘s

1} Estabilidad de almacenaje.- Aseguran una estabitidad debido a
Gue las enzirmas estdn perfecranmente protegidas dentro de los m}
croencapsulades, evitando asf cualquier dafio ‘del medio amblen-
te.

2) Segregacién.- iLas partfculas de granulado T ("Tough"= resisten-

te) o microencapsuvlados, son mas o mcnos csférlcas c¢on un didne
tro medio de unas 550 micrones, forma y dimensidn gur aseguran
un minimo de segregacidn, es decir, los granutados no se sepa~

rén de la mezcla.

3) Solubilidad.- Los microencapsulados son ficilmente solubles en

tas soluciones detersivas, resultando gue la actividad enzimdt]i

ta se presenta en unos pocos Mminutos, afn a temperaturas muy bi‘

jas.

4) Contenido en polvn.- Los granuladas 7 estdn casi libres de pol-
vz y las particulas de granulado tienen una reslistencia muy al-
ta de trituracidn, por lo tanto, el nivel de polvo enzimitico -

que puede ser noclvo pars 1as salud se mantiene muy bajo.



8) MICROENCAPSULADOS.

tos microencapsutados o granulados T ("Tough" = resistente} -
son partfculas esféricas de color gris claro, con un didmetro me
dilo de alrededor de 550-60C micrdmetros y una densidad de C.B-1.1
glcml.‘s

Los granulados T contlienen enzimas degradativas con diferen-
tes actividades enzimiticas, €stos pueden ser productos unienzim-
ticos o mezclas de dos o mids enzimas.

Ltos microencapsulados consisten en un nicleo con contenido e
tim8tico, recubierto por una capa de revestimientc. Ademis de |
enzira, el nicleo contlene sales IndSrganicas, aglutinantes vy fi-
bras celuldsicas, gue proporcicran al granrulado resistercia. £ nE
cleo estd revestido por una cara iserte de cera v pigmento para a-
justar el color v aseguracidn durante el nanejo.‘7"9

Los microencapsulados se mezclan ficilmente en los detergen-
tes en  polve, quedando la enzlima activa eficartmente protegida de
'a accidn de los comporentes detersivos durante el aimacenarmien-

to. €1 graruiado se disuelve ripidamente en las soluciones deter-
sivas.

tos microencapsulados se utllizam con gran éxitoc en ruchos
tipot de detergentes, tanto para lavado doméstice como para lava-

do industrial, también en detergentes de prelavado v en los de uti
Vidad gencral.

Las enzimas cue contienen estas granutados son estables y ac-
tivas on condiciones alealiras y pueden utilizarse en ur Intervale
amplip de temparatvras. Esto significa que son actlvas curante la
mayor parte Zdel ciclo de tavado.

tro factor importante es ja eficacia de las enzimas junto
con los principales componentes del detergente. Algunos agentes

rma un efecto reducido, hien desactivando €sta o

causan en la en:z
blen modificando las proteinas, de tal manera cue va no puedan hi-
drolirarse mediante la enxima; son ejemplos de tales agentes el
farmaltienfdo y Yos compurstos ue desprenden cloro. Cuando resulta

esenclal usar estos corpuestos, el rmejor resultado se obtendr3 en



un proceso en dos etapas, siende e} trazamlests endimdtica la pri-
mera etapa.|7

€n el mercade naclional! existen los slguientes gtanulados'enzl
miticos para detergentes:

1} Proteasas: Alcalasae 15T .......... 1.5 au/g
Alcalasa 2.07 ....... ses 2.0 AB/g
Blcalasa 2.3T7 ....... .. 2.5 AU/g
Alcalasa 3.0T .......... 3.0 AU/g
Esperasa 4. 0T .......... 4.0 AavU/g
Savinasa 4.07 ..... veeo. B0 AUZg
2} Amilasas: Termamil 607 ..... Li... 60 KNU/g
3} Cogranulados: Alcalasa/BaN
1.7/85Y ........ . 1.7 AU/g y
BZKNU/e.
En donde:

Al/g = unidades alcalasa por gramo.

KNU/ge unidades novo x 107 por gramo.

1} Proteasas.
Las proteasas se utilizan en las €6rmutas de_ dotergentes para
mejorar la eliminacidn de manchas producidas por protefnas, proce-

dentes de p. ej. sangre, mocosidad, hEces y varios productos.  all-

rentarios. la ¢ ma cataliza la hidrdlisis de sustancias casl In-
solubles como las mencionadas, gue tienden 3 adherirse a las super
ficies dal material. Los pépridos as! producidos son ficilmente sp

lubles o dispersablies en el 1fguido Zel favado.

a} Actividad,

Las figuras 2 y 3 nuestran 12 actividad de ‘las prore2sas a va



rias temperaturas y'valures‘§e pH  para la mayorfa de las aplica-
ciones de los detergentes.

E s
- -
5 100 < 100
= I
3 3
o a
3 = ////”—_—‘\\\\\\\
s 50 z S0
- s
s 5
< <
o~ + 4 : . ——
~4b . 60 BO 10D °C 3 8 1012 pH
FIGURA 2. - FIGURA 3.
ACTIVIDAD DE PROTEASAS A ACTIVIDAD. DEPROTEASAS A+
DIFERENTES TEMPERATURAS. DIFERENTES VALORES DE pH.

~b) Estabilidad, . E RERE
Las figuras & y 5 muestran la estabilidad.de proteasas a.va=- -
rlas temperaturas y valores de pH. Los estudios de estabilldad -se
han realizado en sistemas de amortlguactdb de bajo poder. Las pro-
tefnas v los péptidos en las manchas de) lavado tlenden 'a aumentar

ta estabilidad de Ta cnzlma.zu

c) solubilidad.
Las proteasas son ficilmente solubles en las soluqlonas‘dezer

sivas a cualquier concentracidn, temperatura y valor de pH.
d) Toxicologfa. K
Se producen a base de microorganismos no patSgenos’y su fabri:

cacién es buena, los productos derlos,microorganlsmos,f:ruéntadd--,

o184



res no son tSxicos (GLSO 29/Kg en -ratas). Sin embargo; las enzi--

mas por sT alsmas descn:adehan‘teacclcncs’lnnunong!cas en plel |y

mucosas.
o e
g z
& 190 2 100 4
4 g
3 o<
= [~
< <
2 50 2 50
> >
- =
S 5
< <
&0 - 50 £ . 70.%¢C 6.7 B!

FIGURA & ST S FIGURATS. o
ACTIVIDAD RESIDUAL DE PROTEASAS ACTIVIOAD RESIOUAL DE PROTEASAS
DESPUES DE 10 MINUTOS. DESPUES OE 2% MORAS.: -

e) Biodegradacién.
Son completamente blodegradables ya que las bacterias tas utfl-

lizan como fuente de energfa,

f) Ejemplas de proteasas.
-tlcatasa.- Es una esnzinma proteclftica, pgroducida mediante Ta
ferrentacider sumergida de un ricroorgarismo selecclionado que puede

clasificarse coro una cepa de Bacillus lichenlformis. Ls alcalasa_

es una endoproteasa fe tipo serlina con una escecificidad de sustra
to rmuy amplia, es decir, hidroliza la mayoria de enlaces peptfdi--
cos Z2entro de una molécuia de ;rnte?na.‘

-fsperasa.~ £s un proteasa producida por la fermentacién de

un microorcanismd selecionads gue nuede clasificarse como una espe

15



cle alcalofllica de laclllus.‘6Proteasa del tipo serinas.

~Savinasa.~ Es unas enzima proteclltica producida mediante la
fermentactén de un microorganisme que puede clasificarse como una
tepa selecionadas de dacillus a(caloff)lca~‘6 €s también una endo--

proteinasa del tipo serina.

2) Amilasas.

Las amilasas se akaden en las (droulas detersivas pars facili
tar ta eliminacidn e manchas con base de alnmiddn, p. ej. proceden
tes ¢e sapas de pasta, chocolate y alimentos infantiles. La enzima
cataliza Y3 hldrélisis de almiddén, que sin la anilasa tiende a pe-~
qarse a las suserficies del tejido y a servie de aglutinante para

otros componentes complejos de suciedad.

a) kctividad,
Las figuras & y 7 muestran la actividad de las amilasas a va-
rias temreraturas y valores de gH. 8ajo condicliones de tavado rea-

1a enzira muestra un rendimiento satlsfactorio a valores de

tes,
24

3H sntre 8 y 10 y temperaturas de 60 y 70 °C.

s s
z 100 g 100
2 H
[~ o
3 se S 50
= =
g g
o~ >~
43 $0 80 ¢ 3 8 10 12 oM
FIGURA 6, FIGURA 7.
ACTIVIDAD DE AMILASAS A ACTIVIDAD DE ARILASAS A
DIFERENTES TEMPERATURAS ~ DIFERENTES VALORES DE pH,
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b) Estabilidad.

Las flguras 8 y § muestran ta estabilidad de esta enzima a va
rlas temperaturas y valores de pH. Los estudlos de estabilidad se
realizaron en sistemas de amortiguador Ziluido exentos de calcio -
con una cencentracidn enzimitica correspondiente al nivel de un 1T
quldo de lavad> corrlente, £ almidér y los lones calcio presentes

bajo condiciones de lavado corrlente, tienden a aumentar la establ

lidad enziméli:a,zh
- -
=3 <
=2 =
=3 2
& 100 «» 1004
w w
& o
3 2
= 50 = 50
el >
- =
o =4
< <
s o
Lo 50 &0 % °C s g 10 12 pn
FiGURA 8., FiGURA 9.
ACTIVIDAD RESIDUAL DE AMILASA ACT!VIDAD RESIDUAL DE AM|LASA
PASADOS 30 MIN. EN UN AMORTI- PASADAS 24 HRS. EN UN AMORTI-
GUADOR DE FOSFATCS A DIFEREN- GUADCR DE FOSFATOS A DIFEREN-
TES TEMFERATURAS. TES VALORES UE oM.

c) Solubiticad,
Es ficilmente soluble en tas scluciones detersivas bajo cual-

quier valor de concentracifn, temperatura y. pH de usoc normal.

4) Toxicologfa.
Se produce a partir de microorganismos no patdgenos v-los pro.
ductos de €sios n> son téxicos (DLsn 2g/Kg en ratas). Sin embargo

las amltasas por sf solas desencadenan reacclones Inmunolégicas.en

17



plel y mucosas.

e} Biodegradacién.
Deblido a que las bacterlas las utillzan como fuente de ener--
gla, este producto es completamente blodegradable,

f) £jemplo de amilasas,

~Termami!,- Es una enzima amilolftica producida mediante 1a
fermentaciSn sumergida de una cepa selecclonada de Bactllus liche-
niformis.

Es una endoamilasa que hidroliza los enlaces alfa-1,b-glucosi
dicos de la anmilosa y amilopectina, Por lo tanto, el almiddn se -~

descompone rdpidarente en dextrinas y oligosacdrldos solubles.

31 Cogransulades: Alcalasa/BAN T.
£€s un granulado que contliene la enzima proteolftica aicaiasa_

v 1a enzima amilplftica BAN. Las enzimas se presentan enteramente _
encapsutadas, recubtiertas de una capa inerte. La finalidad exclusi
va de Alcalasa/BAN T es como materla prima para foroular detergen-

tes en polvo eficaces.

a) Solubilidad.
L3s teorpoentes activos fe Alcalasa/BAN T son ficilmente solu
bles en spluciones detersivas a todas temperaturas y en todas las

contentraciones de Jdetergente.

b) Toxicologfa.

Alcalasa/BAN T se uvtiliza como un producto no téxico, debido_
8 que se produce a partir de microorganismos no patégenos y los_
productos de éstos no causan niagln 2alo, perc '3t proveasas vy oael
lasas por sf mismas, desencadenan reacciones inmunoldgicas en muco

sas y plel.



- Niveles de dosiflcacidn de microencapsulados.

Los niveles de dosificacidn recomendados para los microencap-

sulados enzim§ticos son, en porciento en peso con respecto

tergente:

Alcalasa 1.6T7 ............ e
Alcatasa 2,07 ., .. .ouvianayens

Alcatasa 2.5T .....icvenininnnnn

Alcalasa 3.07 ........... R
Esperasa 4,07 ........ PRSPPI
Savinasa L. 0T ........ e
Termamil 60 T ....... Cerrearae

Alcalasa/BAN 1.7/B5 T .........

0,5-1.,0%
0.4-0.82
0,3-0.62
0.2-0,5%
0.4-0.8%

o ktoley
0.5-1.0%
0.4-0,82.

a! de-

A continuacidn se mencionan los principales factores ‘quc de-

ben considerarse al! aplicar un producto enzimitlico a un detergente

como son:

1) Estabilidad y senslbilidad de las enzimas,

2) Homogeneidad de! producto acabade.

3) Naturalezs actliva de las enzimas concentradas.

4} Higlene fabril v seguridad de trabajo.

Los microencapsulados no deben

exponerse a temperaturas altas

y humedad durante su elaboracidn y almacenariento en la fabrica de

detergentes. Los fabricantes recomiendan

adadir

los granuladas al

detergente una vez acabado junto con los otros componentes termola

biles, tales como perborato sédico y perfume,

19



C) ENZiINAS.
Las enzlmas son protefnas globulares, complefas y catalizado-
ras que aceleran la velocidad de una reaccidn qufmica segin facto-

12 22 Pz . i
res de 310 a 10 . en relacidn con las reacciones ne catalizadas,

a temperaturas de alrededor ze 317° .’L

Las enzimas difleren de otros catalizadores en Cuanto a que -
son macromoléculas sintetlzadas por organismos vivos. Quimicamente
todas las enzimas son protefnas con pesos moleculares que oscilan_
entre 10 y 107 uma. Su actividad a veces Zepande de la presencia_
ie sustanclas no protefcas (lones =metdlicos y compuestos orginicos
!Tamalos coenzimas] conscidas caoma cofactores. Sus caracterfsticas
~ds sobresalientes sor su gras eficiencia, especificidad y modula-
cidn.

La gran actividad tipica 2e la catilisis enzimitica permite -
que las reacciones se realicen ripidamente en presencla o puy Sa-

a carcertraciin de enzimas y en concdiclores de reaccidn moderadas.

Para la mayosrTa de los sistemas, las concertraciones tfpicas de en
171 =n t27tc zue la concentra
. -1
cidn Zde sustrata suele ser mayor de 10 mol 1 .

cima oscil entre 1277 y 1C rol

e

Es interesante mencionar, que &1 tama’o de la molécula de en-

2ima =3 muy grande en comnaracidn con la molécula de sustrato. E1_

SUSTrato pucde representar una porcidn de alrededor del 1% de 1a -
masa total! e enzima-sustrato, a pesar de la mayor concertracidn -
molar de &ste Gltiro.

4 pesar de sus orfgenes hiocl8gicos y del papel especlal que

Tos ¢ - muchtos aspectos, tas

«

desenperan Zdenire

enzimas poseezn las caracterfscticas sirilares a fas de los :atallzi
dores de orfgen rc viviente. Su funcidn no se sncuentra restringi-
8a a los confines cde Vas céluias vivas. Puscen extraerse de fuen--

tes, purificarse, cristaiizarse v luezo utilizarse zon ventajas co

m> catalizadores particularmente selectivos y activos en condicio=
fnes de laboratorlo o Industria,
mas tienen .una secuenclia especlfica de aminoscidos ~

Las ens
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(estructura primaria)l y ademds, en su estado activo, tienen una --
conformacidn especifics tridimensional, La funcién Gnica de la en-
zlma reside en el sitio activo, el cual se establece con base en
una configuracidn espacial partfcular de la cadena polipeptidica._
Los dcbleces complejos de la cadena forman una hendidura en la gue
se ubican estratéglcamente los puntos de unidn del sustrato. las -
enzimas distinguen entre diversoc sustrates poslibles y requleren -
un sustrato que se ajuste a la forma el sitio activo y que se una
a £syte en los puntos de enlace especificos.

Las enzimas aumentan la velcclicad de las reacciones quimicas
especTficas disminuyendo su energfa de activaclér, ademis, no alte
ran el punto de eguilidric de la resccidn gue promueven, ni se con
sumen en ellas o experimentan alteraciones parmanentes,

La cat§lisis disminuye 1a barrera de energfa ce activacidn de
tas reacclones gqufmicas sin alterar la variacidn de la energia 1i§-
bre 3lzta! de la reaccidn o el estado final de eguilibrio (FIGURA_
10). En ¢) m8xino de la barrera de ja ererglfa de activacidr existe
ia de activacidn es la canvidad -

un estadc Jde transicidn. La energ

de energfa, expresada en celorias, necesaria para ilevar todas las

moléculas de vna mol de una sustancia a una temperatura Jetermina-
. 2 . . 13
da al estado cde transicidn, en la cira de Ta barrera de energ:a.1

La estructura enzlmitlica no es rigida y, medlante yna iimlta-

da flexi3n y distorsidn de l'a hendidura ocucada, auxilia er 'os -~

£r esencia, €fsta es 1a

procesos de forraczi v ruptura Jde enlace

forma en que la anzima reduce la energfa de activaclén cde 1o reac-
ctén que estd catalizando.

Para que la enxima pueda segulr activa, no debe cartiarse la
estructura primaria alrededor del sit activo. Esto significa que

io
deben evitarse los productos quimicos gue reacclonan con los aming

-

&cicdos, tales como formaldehTds, agentes Zr an potencial ge oxf~-
do-reduccidn y los iones de metales pesados,
Los cambios importantes en la estructura primaria o la confor

macién de la enzima pueden provecarse tambidn exponiendo la enzima
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a valores extremos de pH o temperaturas elevadas, este Dro:esd es

conocldo como desnaturalizacisn.

ENERGIA DE ACTIVACION
ENERGIA DE
< {ACTIVAC1ON
=i bE A
¥ {REALCION
“ N0 CATALL-
oA L1ZADA
a ESTADG
2 INTCIAL
s
bt VARIACICK
< GLOSAL DE
a LA ENERCIH
[+ LIBRE -
=

TYENERGIA DE ACTIVACION
DE LA REACCION CATA-

CURSO DE LA REACCION

FIGURA 10,

PERFIL ENERGETICO DE UNA REACCION QUIMICA.

22



D)} CINETICR ENJURATICA,

La concentracidén de sustrato ejerce un efecto prefundo sobre_
ta velocidad de las reascclaanes catallzadas pac las enzimas, cuando
ta concentracidn de €sta se mantiene constante. $i se grafica ¥a ~
velocidad inicial de la reacclién en Ta cual particlpa ta enzima, -
cantra la concentracisSn de sustrato, 5¢ obtiene un comportamiento_

simitar al de V& Ffigura 13,

Yo

Vmdx PRI

Vodx L -

FIGURA 11,
EXPRESION GRAFICA DI LA CIKETICA -
EN2IMATICA DE MICHAELIS-MENTEN,

51 las czoncentracionas Ze sustratc scn muy >ajas la vslocidad

de 1a reacslén o5 muy pegueRa, perc aumentard al lancrementarse 1a
cancentracidn dot gustrate. Fi

se surzniat las cencemtrziiones  Ze
sustrato, nidlerds cada ver V5 velpcida2 lIniclial Ze fa reaccids c2
talizada, se encontrard gue Y2 velpcidad aumenta en canticades cz
€2 vexr menores. Finalreste se alzanzar3 ¢n punto nmis alli del cual
sélo se reglstrerdn inlrenentos ruy peswedos, »oco signifizativos
Ze la reazcid~, cuande aumeérta la zoncentracidnm de

de la velopziZal
sustrato {FIGURA §1), incepaczlenterente 2e Io gcue aurente da con-
centracidn Je susiratoc eds 3!l de diths puntz, 1o velocidad de
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Ta reaccifn tenderd & aproaimarse a una zona plana que no alcanza-
r4 nunca. Em esta z3na, llamaga velocidad midxima {(vmfx) la enzima
astd saturads con sy sustrato y ho puede actuar mis de prisa.

Esto conduje a Victor Henri, en 1303, a la tonclusién de que
una enzima se combina cecn una molécula de susirato y forma un com-
plejo enzima-sustrato, como etapa necesaria de catdlisis. Esta teg
rfa particular fue estudiada hasta constituir una teoria general -
de la accidén de las enzimas que desarroltaron en 1§13, lecnor MI-
chaells y Maud Menten qulenes postularon que la snzima £ se corbi-
na primero reversiblemente con un sustrato 5 y forman un complejo
enzima~sustrato ES, en una reraccidn reversible relativamente rdpi-
da,

E + 8§ g==—= E£S

el compleio £S se destruye después, mediante una sezunda reacclén
reversible, que es ~3s lenta, y origina e! producto P y la enxima
¥ gqueda libre,

ES === ? <+ E

febido 5 gue !a reaccidn anterior ey la etanca limitante fe la

dtice

velociad, la velocidad globa!l de la reaccidn catalis

menie dedbe ser proporclional 2 la concentracidn del complejo enzing

ustrato. La velocidad serd mixima cuando toda 1z enzima se encuen
tre en forma del camplejo £5 v la corcentracidn de 1a enzima tibre
£ ez despreciablesente pecusda. €sta cordicidn existird cuande 1a
concentracidn de iustrato seca muy alta, ya Gue par la ley ce  ac--
cida de masas el equillbric serd desplarado hacia la Zderecha ctuan-
do se incremente la concentraclidn de §,

I+ 5 T £5

§i & aumenta hasta niveles muy elevados, toda 1z enrira libre
£ g2 habrd comvertido 2 la forma ES. £a la segunda reaccidn del ¢
¢lo caratitice, el consteio L5 se cgmpe ripidarente para dar el --
preductos P oy la enzima libre. Pero si la toncentracidn de S es Jo

suficientenente elevada, la enzima libre £ se combinard inmediara-



mente con otra molécula de S, En estas condiciones se alcanza un -
estado estaclanario en ef cual 1a enzima siempre est§ saturada con
su sustrato y la . velocidad de la reaccldn es mivima,

S1 se observa Ta fiqura 11, que muestra 'a relacidn entre la
concentracién det <ustratc vy ls velocidad de una reaccién enzimdt|
ca, se ver& gque es difici! deducir con exactitud los valores de la
velocidad de la reaccidén gue cada vez se aproximan mis a la veloci
dad mi»ima {Vmix} y auéf concentracidn de sustrato es la gue se ne-
cesita para alcanzar la Vmix, Por esta raxdn, Michaelis y “enten -
definieron una constante conocida como Km, que ¢3 ftil para esta--
blecer ta relaci8n precisa entre la concentracidn del sustrato %
la reaccidn catalizads por la enzima en funcidn de su velocidad. -
ta constante d¢ “ichaelis-menten {Km), sc define como la concentra
cién de sust-a:z cspecifica al que una enzima determinada produce
ia mita? de se velocicdad méxima,

A valoret menores de Km mavor afinidad enzimdtica, v a un va-
tor mayar de K= =oner afinida?,

ta forma caracteristica de la curva de saturacidn de una enzi
ma porouwn sustrata {FUIGURA T1), puede expresar<e matemiticaments -

P : . . H
par la ecuacidn de Mithaelis-Nanten:

Vo = velociZad inicial si la concentracién de sustrato es S
Vmdx = velocidad mixims.
Km & constante de Hlichaclis-menren de la enzima para un. sus~--

tratc en particular,

Esta ecuacidn fue deducids por Michaelis y Menten partiendo -

o

de T2 Ripdtesis bSsicd ¢e que la etapa Timivante de la velocidad-.-
en-las reacciones enrimiticas o5 la ruptura del complejo enzima -~

sustrate para formar el aroducto y la enzims libre,

*”
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Cada enzima posee una Km caracterfstica para cada sustrato en
condiclones establecidas de pH v temperatura. Puede obtenerse un -
valar aproxlimado de Km por un procedimients gréfico senclilo como

ura 11, sin endargo, resulta dI1ffcll determl--

se muestra en la

nar ta velocidad mixima con exactitud, ya gue es un valor aproxima
do que Aunca se alcanza en la realidad, Puede obtenerse un valor -
mis exacto de Km expresanrdo los mismos datos de diferente manera,

1

esto es posible tomands lss reciprocos de ambos ltadas de la ecua-

cidn ¥, con lo que se.transforma en:
1/¥0 = (KasVmdx) (17 8 ) « 1/vmdn oo ... (2)

£sta ecuacidn es una transforrmacidn de la representacidn de -
Michaelis-menten {ecuacién 1) Jlamada ecuacldn de Lineweaver-Surk_
o representacidn doble reciproca. Las enzimas qus cumplen con la
ecuacidn 1, ovececen tandbién la representaclifn doble recfproca y -
se construye graficando 1/Vo contra 1/ S (FIGURA 12}, Esta 1fnea_
teadr§ una pendiente Km/Vmix, una ordenada al origen 1/¥mdx y una

interseccidn de -1/Xm sobre el eje 1/ 5 |

vo!
Pendiente = __.__"Kn
co~——ry
Ka.' [5]

FIGURA 12,

TRANSFORMACION DE LA ECUACION DE MICHAELIS-
HENTEN 2 LA -ECUATION DE LINEVEAVER-BURX,
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La representacién de Lineweaver-Burk es una forma muy Otil pa
ra determinar con mayor exactitud el valor de Vmix y Km, ademds de
que tiene 12 ventaja de que estos valores son estadfsticamente sig
nificativos a partir de sels u ocho puntos ex;erimenu\es.9

Para mecdir la cantidad de enzlima presente en una =uestra,

mide l1a velocidad de la reaccidn catalizada por ella., En ¢circuas~--
tancias apropiadas (pH v temperatura) la velccidad medida es pro-
parcional a la cantidad de enzima presente. Cuando es posible, es-
ty velocidad se compara con Ya velccidad catalizada por una canti-
dad conocida de la enzima altarmente purificada. Puede calcularse -
la cantidad de esnzima en un sxtractec siempre gue armbas sean anali-
2adas en condiciones idénticas y 1a concentraziin de 13 enzima sea
¢} factcr VTimitante. Sin embargd, no es fdcil determinar el nimero
de moléculas o ta masa de la enzima presente, por lo tanta, los re
sultados se expresan en unilades gnzim3ticas.

Las cantidades relativas de s enzima se pueden entonces com=
parar en diferentes Fuestras. Las unidades enzimiticas san expresa

. . -%
das en micromotes (10

{‘DvIZ

rot), azaowoles (‘IO-9 Tmo}) o picomoles =~
rol} de sustrato reaccivnante o de producte formado por mi-
nuto. Las Unidades Enzimiticas internacionales correspondientes -

son U, nl vy pu.’o
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A
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B

~
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MATERIALES,

Haterla) bleldgico.

- Kleroencapsulado I: contiene un nGclec de enzlmas las cuales

tienen actlvidad de proteasas {industrias Noval.

- Microencapsulado 11: es un granuiado combinado, contléene enzi

mas con actividad de proteasas y amilasas {industrias Novo).

- Tripsina patrdn (S(GRA),
- Alfa-amilasa patrén [S16MA).
- Casefna patrdnm {SiGMA),
Amilosa patrdn (SIGMA).

B

»aterial quimico.

- Fosfato &ldcido de potasio, KHZPOL R.A.
- Fosfato dcido de patasio, KzMPOh RoA.
4cide tricloroacétlco al 5% p/v.

'

- Acido clorhidrico 0.001 y 0,002 N,
- Yodo R.A.
Yoduro de potasic R.A.

.

- Lloruro de sodio 0.1 n,
Hidréxldo de sodio D.1 N,
Etanol R.A.

.

Kat=2rial de vidrio de laboratorio.

EQUIPO.

- Espectrofotbretro Coleman-Junior 11 models €720,

- Espectrofotdmetro ZEI1SS modelo PM2OD,
- Potencidmetro Corning modelo 12,
Centrifuga DAMON/IEC DIVISION,

0

- Agitador vy parrilia eléctrico Corning modeto PC-35t,
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€} METODODS,
Las actividades enzimfticas de-alfa-amilasa y proteasa encap-

suladas, se comparan con actlvidades de enzimas patrén definidas,

estas enzimas son alfa-amilasa y tripsina como procteasa.

DIAGRAMA DE FLUJO

Disolucldn de los microencapsulados Ity 11,

éstaéaaWIZQlenrﬁel,@Etodo}

A:tlvldad gnz!mitlca de mtcroencaasu!ados
en :ondf:-ones de': Iaboratnrlo y de u[.ln'aclan

- T sonestlca.

'

Determinacidn.de fm en condiciones de

ltadboratorio y de utilizacién doméstica,

FIGURA 13,

ESTE DIACRAMA DE FLUJG REPRESENTA EL ORDEN EN QUE SE R;AL!ZAPON
-LUAS DETERMINACIONES PARA COMPROBAR LA ACT!VIDAD ENZIKATICA <. BE
LOS MICROENCAPSULADOS.
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1) Disolucidn de los microencapsuladas.

a) Condiciones de laboratorio.

- Se disuelven 100 mg de microencapsulado | en 100 ml de fci-
do clorhfdrico 0.001 N {microencapsulado Img/ml de HC1 0,001 N}, -
$e realiza el mismo procedimiento para el microencapsulado 1.

- Disolver 100 mg de microencapsulado 1 en 100 ml de cloruro__
de sodfo 0.1 M {microencapsulado ' mg/m! de KaCl 0.1 M}. £) mismo_

procedimiento se realiza para el microencapsulado t1I,

b} Disolucién en agua corriente,
-~ Realizsr la solubilizacidn de 10 mg de los microencapsula~--
dos | y 11 (por separade) en 100 ml de agua corriente de la 1lave_

(microencapsulado 0.1 mg/m! de agua comdn),

c} Condiciones de utllizacidn doméstica.

- Disclyer 10 mg de los mlcroencapsulados | v Il por separade
en 100 m! Ze agua corriente de la llave y agregar un- detergente ng
bioldgico en tres diferentes concentraciones con respecto abimiere
encapsulado:

-.99% p/v.
~ 95 p/v.
- §02 p/v.

2) Condiciones de trabajo.

2} tondiciones de laboratorio, i

Condiciones en las cuales se controla el pH con wna solucién
amortiguadora y una temperatura de incubacidn can un bado Marfa, - .
adem8s e) agua utilizada fue bidestilada. :

5) Condiciones en agua comin. -

En esta parte del provecto, no se controla el pH ni la tempe-
ratura, es decir, el oM =5 e! gue tiene el agua corrlente de-13 =2
tlaye y la temperaturs es la ambiente. B }

c} Condiciones de utilizacién doméstica.

En estas condiclones tampoco se controla el pH y la temperaty
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ra, las determinaciones de la actividad enzImdtica para los dos t}
pos de microencapsulados se realizan en agua corriente de ia !llave

y las diferentes concentraciones de detergente ya mencionadas.

3) Estandarizacidn del método para madir la actividad de PROTEASA.

Todas las determinaciones se hicleron por duplicado.

Principio.

La tripsina Ridroliza casefna en los sitios en los cuales se
encuentran tlrosina y triptofano liberando é&stos, los cuales son -
solubles en dcldo tricloroacético y tlenen una sbsorbancla a 280nm
€1 método se basa en 1a medlida de la absorbancla, €sta nos da di-

rectamente la actividad de. la enzima.

Reactivos. i

t Amortiguador de fosfatos O.lMen agua bidestllada, pH 7.6.

11 Solucidén de casefna, 10 mg/m} en amortiguador. de fosfatos_.
0.1 M. B

111 Solucién de tripsina, 0.1 mg/ml-en HCl 0.002 N.

IV Acida tricloroacético, 53 p/v en agua bidestilada.

Procedimiento.

Precalentar la solucidn de caselna en un bado de agua -a 35 °C
aproximadamente 3 ainutos. ; Vf‘

Preparar. una si}tc de 8 fubos de ensaye en el mismo bado:
Blancos
Tudas 1 -2 3 4 5 [ 7 8
Solucidn ft (mi}  1.00 . 1.00 1.00 1.00 1,00 1.00 1,00 3,00
Solucién 1V (m1) -3.00 3.00 3,00 3.00 3.00 3.00 3,00 3.00

Agitar perfectamente e} contenido de los tubos,.
Solucifn t11f=1) ©.81 -0.02 0.2% .35 6.08 0.10 0.12 0.1k
Solucisn 1 (n1)=0.99 0,98 70,96 "0.94° 082" 07307 0.88 70786

Dejar ‘reposar por 30 minutos a temperatura ambiente.

32



Curva Patrén

Tubos 1 2 3 4 5 [ 7 8
Solucidn 11t(m1) ©0.01 0.02 0.0% 0.06 ©0.08 0.10 O.t2 Q.14
Solucién 1 (m1) 0.33 0.98 ©.36 0.94 0.52 ©0.9¢ O0.BB 0.86

Soluctén 11 {m1) 1,00 1,00 1.00 1.00 1.06 1.00 1.00 1.00
Hezclar y dejar lncubar por 20 minutos., Agregar 3 m} de solu-
cidn IV y dejar reposar a temperatura amblente 33 minutes.
Centrifugar los dlancos y las muestras estindar por 20 minu--
tos a 3000 X g. Leer la absorbanclas de los sobrenadantes a 280 nm.
Se resta la absorbancia del blanco a la absorbancla de 'a muestra_
estdndar correspondiente.

Los resultados se presentan en la table 1 y gréfica 1.

L} Actividad enzimitica de proteasa en MICROENCAPSULADCS.

Lievar 3 cabo el procedimiento {3} sélo que ta tripsing se -
sustituye por soluciones de microencapsulados (1 y i) con las si-
guientes concentraciones:

Microencapsulado 1, | mg/ml en HCI 0.001 N,

Mmicroencapsulado 11, 3 mg/ml en HC1 0,00} N,

Realizar 1a sigulente serle tanto para las cuestras problema_ ~
como para los Blancos:

Tubos 1 2 3L s

Microencapsulado 1 {m1) ©£.05 .10 0.20.70.30.. 0.40

Soltucién 1 {m1} 0.95 0.%0 D.QD pi7° 0.60

Tubos 1 2 5

Microencapsulada 11(m1}) 0.05 -0:10 _ 0.0
Solucién 1 (m1) 0,95 0.90.:0.80 1060
Los resultados obtenldos ?e repofﬁfn Ak tati1s e
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5) Comportamliento de los MICROENCAPSULADOS con respecto a tripsi-
na.

De acuerdo a los resultados de la tadbla (I y utitizando la -
gr&fica I, se tlene que a una concentracidn de microencapsulados__
{t y t1) de 0.1 mg/m) corresponde una concentracidn de proteasa de
0.002 mg/ml, procediendo entonces a preparar los siguientes tubes

problema de acuerdo al método (3):

Tubos 1 2 3 L] s [

Microencapsulados | (m1) .05 0.10 0.20 0.30 0.40 '0.50
Solucién 1| (m1) ©0.95 0.50 0.80 0.70. 0.60 0.50
Tubaos 1 I 3 ,Vvh‘v 5 [- %
Hicroencapsulados Ii{ml). 0.85 6.15. 0.20 .0.360.53 0.50

Solucién. 1 C{m1) 0,957 .0.90 -0.80.0.70. 6,60 '6.50:

Los-resultades estdn en373>:abla“llf'y gr&fica 11,

§) Actividad enzimitica de los MICAOENCAPSULADOS en agua comfn a 1,
2, &, 8 y 2b horas.
DQ Ta tabla it y 1a grdfica | se tiene que la concentracidn -
de microencapsuladas (1 y 11) a trabdajar es de 0.1 mg/m}.

. Disolver 10 mg de mitroencapsulados {1 v 11) en 180 ml de -
agua corriente de la Ilave (0.1 mg/ml), y se consideran los si--
guientes tiempos en jue permanecer disuzitos en agua los microen--
capsulados:

1. 2, &, B v 24 horas.

Llevar a cabo el procedimiento {3}, sustituyends las solucidn
awortiguvadora per agua ¢omin y la temperatura de trabajo es la am-
blente.

Se catzula la actividad enzimftica con Ta sigulente reltacidn:
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Tubss s (3)

ftg de proreasa =

donde:

3% . cantidad de proteasa gue liberan lcs productos de ta hided

1isis de casefna en lncrementas. de un . minuto.
= absorbancia de la muestras - absorbancia de los blancos.
= miligramas de proteasa por mililitro.

« minutos de incubacign,

Actividad enzimStlca de los MITROENCAPSULADGS en condiciones de
utitlzacidn doméstica a V, 2, 4, B v 2% horas. i

Realizar e) procedimiento (8}, s&lo que les microencapsulados
preparan en 1%, 5% y 10% en peso. con resgecto 3 un detergznte -
violdgico.

Los resultaldos se muestran er las tablas V.

Dererminacién de la ctonstante de Michaslis-denten (Kka) en cendi
ciones de laberatorio v de utilizacidn doméstica.

a) Condlciones de laboraterio.

Realizar el procedimiento (3) ahora manteniendo constante ia
centracién de mlicroencapsutados (1 y 11} a un valor de 1 mg/m!

a concentracian de casefna se varfa de 'a sliguiente manera:

Laseina en ¥ p/v
0.031
0.010
c.100
1.000
5.000
10.600

En tas tadlas Vi y Vil y las grificas 111 y IV 3¢ repartan =

resultados de la cindtica erzim3tica en estas condiciones.
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b) Condiclones de utilizacidn doméstica.

Para determlinar la cinética enzim§tice de los microencapsula-
dos {1l y 11} en condiclones de utilizacién, realizar el procedi--
miento {(7) para una concentracidn de microencapsulados en un 103 -
en peso con respecto al detergente, vy las concentraciones de casei
na se preparan de acuerdo al método (8al.

£n tas tablas VIt) y 31X y las gr8ficas V y VI se reportan los

resultados.

9) Estandarizacidn del m&todo para medlr la actividad. de ALFA-AMI-
LASA

ASA,

Todas las determinaciones se hicieron por. duplicado:.

Princlipio,

La alfa-amilasa hidroliza los enlaces alfa~1,k~ glucosfdlicos_
de la amilosa, descomponiendose en dextrinas y oligosacsrides. La
zalucidn yodo-yoduro reacciona con la amilosa formando un complejo
szul en la solucidn, el cua! se detecta a 620 nm; el método se ta-
sa en la medida de la absorbancia de la desaparicidén del color -~
szul ya gue la solucidn yodo-yoduro no reacciona con dextrinas Y
sligosacsridos, estas medidas de ;bsorban:ia dan directamente lta -

actividad de la enzima.

feactivos.

1 Amortiguador de fosfatos, 0,1 M en agua bidestilada, pH 7.0

I't Solucidn de amilosa, 0.1% p/v en NabH-Etanot 9:1.

11t Solucién de alfa-amilasa, 0.1 mg/ml en NaCl Q.1 M,

1V Solucidn yodo-yoduro de potasio, 0.01 N en agua bidestila-
da.

V Solucidn cloruro de sodio 0.1 M.

¥vi Solucl&n de §cido clorhidrico 0,01 N.
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Procedimiento.
Preparar Vas slgulentes muestras estindar de alfa-amilasa en
cloruro de . sodio 0.1 M: . !
. S&!uciénkde alfa-amilasa (mg/mi):
1) 0001 -

2). 2 0.005
3) a.020
) - 0.0k0
R R TTE
8} 0,080 "

71, "o.0s0

Curva fatrén. .

Preparar una serfe de B matraces volumétricos de 160 ml secin

el .siguiente esguema:

Matraz ¥ 2 3 4 '8 6 .7 Blance
Solucidn I (ml} 5 5 3 5.8 3 5 3
Setucidn 11 (&}) 2 -2 2 2o 2 2
Sotucidn V! {=1) 2 H z 2 2 2 ?

Colocar las rpatraces volumétricos marcados  del 1 al 7 en un
baAoc 4arls a 37 ®*C por 3 minutos. Adicionar a cada matraz 1 =) de
tas ruestras de alfa-~armilasa preparadas anteriormente segln el ni-
mero de matraz cue le corresponda.

Dejar los matraces en el bako 15 minutos.

Dilulr los contenidos de los £ rmatraces a aproxiradamente B8O
mililitros con agua bidestilada y sdicionar rénidare=~te & nl de ig
30lucidn tv. Aforar a2 100 e1 con agua Sidestilada y medir la absor

bancia de las B soluciones a 20 nm. Lalibrar con acua bidestilada.

tos resultades se rmuestran en Ja tabla ¥ y Ta crdfica VI,
La actividad enzimitice de 2)1fa-armilasa se talcula de acuerdo
a la sigulente fSrmula:

U~tdades Street-Linse )

v 25 2088 x .
T en 180 ol de ruestea 7 °°




en donde:

€, v absorbancia de 'a muestra - absorbancia de! blanco,

T
86.2068 =« factor de d1luci3n en funclidn del blanco.

10) Actividad enzimitica de alfa-amilasa en M|CROENCAPSULADOS.
Reallzar e) procedimiento (9), sélo que la alfa-amilasa pura

se sustituye por soluciones de microencapsulados {1 v 11).
Preparar las sigulentes muestras de microencapsulados en clo-

ruro de sodio 0.1 M:

Microencapsutado 1 {mg/m?)

1) 0.01

2} 6.05

6,20

g.40

0.60

0.80 _

De 1a misma manera preparar muestras de los microencapsulados

[

H

identificados como 1.
€n las tadlas XI y XIi se muestran los resultados obtenidos

11) Actividad enximitica de los MICRCENCAPSULADOS én agua comin a
1, 2, 8, 8 y 2k horas.

De los resuliados obtenidos de la tablas X1 y X111 se riene_
que sclamenie los microencapsulados | presentan actlvidad en:lmétl
€3 de alfa~amilasa, ademds de que la concentracién Sptima de traba
jo es de 0.5 mg/at.

Disolver 40 nmg de microsncapsulado | en 100 mt de agua comin
(0.4 mg/m1) y considerar los siguientes tiempos de permanencia de
Jos microencapsulados disuveltes en aguas

1, 2, &, 8 v 24 horas.

tievar a cabo ¢! método {3) para comprobar. ta actividad. enzi-.

mitica 3 diferentes horas y a temperatura ambiente:
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Matraz 1 8lanco
Solucidn 11 {m1} 2 2
Agus comdn (w1} 7 7
Hicroencapsulado | (ml) 1 1

Los resultados se muestran en la-tabla X1lt.

12) Actividad enzimitlica de los MICROENTAPSULADOS | en candiclones
de urilizacidn doméstica a 1, 2, &, B.y 24 horas. .
Realizar e) procedimiento {11) preparando los microencapsuta-

dos § en 1, 5 y 10% en peso con respecto a un detergente no blold-

glico. S
€n la tabla XiV se muestran Jos resultados obtenidos.

13) Determiracién de 1a constante ¢z Michaells-werntzn {fxl 2zn con-
diciones de Taboratorio y de vtilizacibn doméstica,
a} tondiciones de Jabaoratorio.
Efectusr el procedirmiente (3}, la concentracidn de microencap
sulado t (0.4 mg/ml) se mantiene constante y se varfa la concentra

clén de amilosa de la sigujente manera:

Amtlosa en ¥ pfv
a) 0,231
8} 0.0010
¢} ¢c.cio0

d} 0.1000
e} 1.6000
fl 5.0000

Los. resultados se sresentan-an-las tablas XV ¥y Xvi‘y Tas grs-
ficas VIt y IX.
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b) Condiclones de utilizacidn doméstlica.

Realizar e! procedinients {12) los microancapsulados | se pre
paran en ua 10 % en peso con respecto al detergente y las concen--
tracisnes de amilosa se prezaran de acuerdo al! métrodo {13a).

Ltos resultados se muestran en las tablas XVII y XVIIi Yy las

gr&ficas X y Xi.

14} Determinacidn del pH del agua corriente y de las soluciones de
detergante.
mediante un potencidmetro realizar las sigulentes mediciones__

de p con el fin de ver cdmo varia esta propiedad en las diferen-

tes condiciones impuestas:

a) Ajua comdn.
b} Agua comin con detergente.: ... . =
Preparar soluciones de detergente de?acuerdo al procediniento

{12} de ta siguiente manera:

- 352

- 35%

- 903

€stos valores de detergente SOn con respecto a la cantidad de
sicroencapsulado !, es decir, 1, 5 y 10Y en: peso de é&ste respecti-
vamente.

tos resultados de las determinacionss de pH se muestran en la

tadla XiX,

o
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RESULTADOS Y DISCUSION



1) Estandarizaclén del método para medir lavacglvidad enzimdtica -
de PROTEASA. i i

Tripsina (nglnl) E "7‘256
0.001 o 0.121
0.002 ' 0.131
0.004 0.315

0.008 L 0.424
0.008 0.471

S 0.010 - 9.507
0.012 0.522
2.014 G.534

TABLA f, Hidr8llisis de casefna por la acclién
de tripsina {20 minutos de Iincuba-
cién a 35°C y pH 7.6).

A = Absorbancia a 28C nm.

282
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HIDROLISIS DE CASEINA POR TRIPSINA

A280
0.6

04 /

002 004 .00€ .008 0% :1H] 018
mg tripsina/m!
GRAFICA |



Con tos datos reportados en ta tabla | se construyé la grdfi-
ca |, en ésta se puede ver cémo a medida que aumentamos las concen
traclones de tripsina !a actividad enzlimftica aumenta, hasta que
an un momento dado aungue se aumcnte la concentracién de la enzima
la actividad no tiene variacipnes considerables, debldo a cue la -

enzima plerde su cficiencia enzimidtica.
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2) Actividad enzimidtica de proteasa en MICROENCAPSULADOS.

Microencapsutados 1 ¥ 11 (ng/al) A 280 Al-280
0.05 L i 6.0355 6.092
0.10 ) : 0.192 0.1¢c3
0.20 T 0.382 0.353
£.30 0.563 0.563
0,40 0.735 0.733

TABLA §1. Medidas de adsorbancia en la hicdrélisis de caselna

por los mlcroencapsulados |y 1t (28 minutos
cucacién a 35°C y aH 7.6).
A|-280 e Absorbancia a 280 ne de microencapsulado 1,

A!l-zﬂo = Absorbancia a 280 nm de microencapsulado I},

de

in
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De Ios datos de la tabla I, se comprobd que los microencap-
sulados 1 'y !l presentan actividad enzimdtica.de proteasas, asf -
como &sta es semejante para los dos.

Una ver que s& %a comprobado gque los microencapsulados 1yt
tienen actividad erximftics, se calculd en que cantidad ests la -
enzima (proteasa) en ellos; €sto se realizd de acuerdo’ a la absor
bancia gue presentaban las muestras y &sta interpoldndota 2 la ' ~--
parte-lineal de la gr&filca 1.

De acuerdo a la ecuacién {3) y con ura absorbancia de ©0.192

se tiemg @
rufes, mg de preteasa = A e D)
20 x P
Los microencapsulados | y 11.{D.1 mg/ml) contienen una con=-

centracidn de proteasa de 0.002 mg/ml, es decir, VTa proteasa se ~

encuentra en un 2% con respecto al microencapsulado.

Cas

Actividad enzlimitica = 4. B TU /mg de proxeasi.
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3} Comportamiento de las MICROENCAPSULADOS con respecto a tripsina

Microencapsulados | y 1t {mg/m?) Proteasa (mg/mt) Ai86
Q.05 8.001 0.083
0.10 0.002 ¢.182
8.2¢ o.cob c.383
0.30 0.006 0.583
Q.40 2.0C8 0.73%
0.50 c.010 0.520

TABLA 111, Hidrdlislis de caseinra por proteasa microencapsu-
tada (20 minutos de incubacién a 35 *C y pH 7.6L

&7



A280
1

HIDROLISIS DE CASEINA POR LOS
MICROENCAPSULADOS 1 Y ii, LOS
CUALES CONTIENEN PROTEASA

osr

o6t

_

"

/ y° 91948 X 30°-8 » S1286x
re 09998

004 010
Proteasa mg/m!

GRAFICA Ui



ton los resultados obtenidos en la tabla 11! y con ta gedfi=
za !l se puede ver gque ia protesasa en los microencapsulados. tiene
un comportamiento diferente a-fa tripsina (gr&fica 1), por 1o tan
to, ta proteasa microencapsulada no es tripsina, y ademds es mis_
activa, ya que, a ta concentracidn de 0.1 mg/mil se tiene mayor 1
beracidn de tirosina y triptofano lo cual se observa por ¢l aumen
toe de 13 absorbancia. '
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L) ‘Actividad enzimStica de los MICROENCAPSULADOS en agua camdn 3
¥, 2, 4,7 8.y 24 horas.

Tiempo (horas) Actividad enzimitica ‘(TUc'srlm:g”d B
1 1825
2 V58707
4 1.625
] : 1.600
23 1575

TABLA IV. Actividad emzimdtica“de microéncapsulados t y (17"

(0.1.mg/ml). a.diferentes tiempos.
9
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A difereantes tiempos en los cuales los microencapsulados han
estado solublliizados en agua comin y a terperatura “ambiente, la
actividad enzlmitica no tiene variaciones considerables, aungue -
con respecto a ia actlvidad que presentan en condiciones de 1abo-
rateric (L.& TUcas/mg de proteasa), é&sta ha disminuido en un
66.60%.

la actividad enzimitlica de los microencapsulados no se ve --

afectaca por el tiempo, sino por otro tipo de factores.



5) Actlividad  enzimitica de MICAOENCAPSULADOS en condiclones  de
utilizacldn doméstica a 1, 2, 4, 8 y 24 horas.

Tiempa (horas} Actividad enzimitica (Tucaslmg de ‘proteasa)

i T 6135
2 . 1.575
5 10575
g ) 1.600

24 ] 1.550

TABLA V(a). 1t de microencapsulados y 93% de detergente,

Tiempo . {horas) Acrividad.enzimitica (Tugaslmg de ptoteasa)
1 1.500
z 1.8625
L 1.800
5" 1.600
ik 1,588

TaRL& v{b). 5% de =itroencapsulados v 35¢ 2de detargente.

Tiempo {horas) Actividad enzipdtica (YUEES/mg de proteasa)
) Y.650
2 1.575
& 1.600
8 1.57%
2L 1.550

TABLA ¥{c). 10 de microsncapsulados y 30% de detergente,

TASLAS V. Actividac enzimitica de microencapsulaaos i .y |i

ey hélnlY?En condiciches de utitizacidal
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En-condiciones.de wtilizacién doméstica con diferentes con--

centraciones de detergente y tiempos, la actividad enzimitica oo

se ve'afeétada; vy ésta disminuye cor respecto a-la.actividad —que ..

presentan los microencapsulados en condlcliones . de laboratorio -
(4.8 Tugaslmg de proteasa)l entre un 66-673. )

Por lo tanto, la actividad enrimitica de .las ni;roehcapéula-
das no se.ye afectada por el detergente a diferentcs contentracip
nes, nl por el tiempo. - -
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6} De:e(mlnaciéﬁ de Ja constante de Michaelis-Menten {Kkm) en con-
‘diciones de taboratorio.

Casefna(l p/v} Ayg0
0.001 0.073
0.010 0.132
0.100 0.170
1.000 6.191
5.000 0.134

10.000 0.155

TABLA VI, Cinftica enzimitica de microencapsulados t y 11
{0.1 mg/m1)} los cuales contienen proteasa {20 -
minutos de Incubacldm a 35 *C y pH 7.6).
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CINETICA ENZIMATICA DE LOS
MICROENCAPSULADOS 1 Y 1

A280

0.2

sl | /——-—————’ |
L
-
0.1 /‘;
//’
005 -
° N . .
on 010 00 1000 5.000 10.000

léasema] % piv
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7) Representacién de Lineweaver-Burk para calcular Knm.

taseina (% plv)7‘ e A;éo
Y000 . S T 3.6986
160 e 7.5757
1o . L, B 5.8823
Voo o TR g 2356
5.2 : S - 5.15k6
[ 9% SR R 5.1282

TASLA Vi1, Recfprocos de los valores de la tadbla Vii.
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REPRESENTACION DE LINEWEAVER-BURK

PARA CALCULAR Km
Km « 14723 X 10°-3

A2807-1
15
-
sr - "y 6.6888 * 8.2281 X 0°-3x
~ 0.0826
° AUKm) -879.1940 |

o 1000
{Caselnal% p/v) -1

GRAFICA 1V



En ta tabla V] y la gr3fica t1l se muestra cdmo la proteasa
mlcroencapsulada sigue una cinética enzimdtica de acyerdo a la -
teoria de Michaelis y Menten, Ta cual nos dice: "a medida que se
aymenta la concentracién de sustrato la velocidad de la reaccién_
aumenta proprcianalmente a este camblo, hasta que en un momento -
dado en que se sigue aumcntando !a concentracidn de sustrato, las
variaciones de la velocidad ya no sor considerables debido a que
la enzima est§ saturada de sustrato y la velocidad se mantlene -
constante {velocidad méxima = vmax)t.'"

Por lo tanto, como esta entima tiene este comportamiento se
puede calcular Km (constante de Michaelis-Menten) de acuerdo al
tratamiento de Lineweaver-Burk (Tabla VI, gréflca IV).

£n condiciones de laboratorio {20 minutos de incubacidn a -
15 *C y pH 7.6) el valor de Km es:

Km = 1.4723 x 1073

y se refiere a '3 cantidad de sustrato necesaria para saturar las
moléculas de enzima en un 50%, Km es especifica para cada enzima
con su sustrato e Indica afinldad. Por lo tanto, !a proteasa es
inespecffica debido a que tiene alta actividad con una proteina_
que no es su sustrato y £sto es importante ya que la enzima encap

sulada puede hidrolizar cualquier tipo de proteina.
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8) Determinacién de la constante de Michaelis-Henten (Km) en con-
diciones de utitizacibn. :

Caseins (% p/v) As80
©.001 0.029
0.010 Q.045
0.100 0.059
1.000 0.063
5.000 0.065
10.00¢C 0.065
TABLA Y{11l. Cinética enzimdtica de los microencapsulades 1y

11 {6.1 mg/ml) en condiciones de utilizacidn.
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CINETICA ENZIMATICA DE LOS
MICROENCAPSULADOS | Y |

-2 § o4

. . L .
£01 01 100 1000 £.000 0000
{Caseinal % p/v
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5) Representacidn de Lineweaver-Burk para calcular Km,

TABLA

Casefna (% p/v)-? 52E;'
1000 3k,4827
100 22.2222
10 16,9451
1.0 15.8730
0.2 15,3486
0.1 15,3446

IX. Reclprocos de les resultados de la tabla Vill.

(3]



A280
35
aof
251 -
26
ety y° 18.8638 - 0.018:x
e 0.9678

or

I35

~AUKak -918.1212
o N

REPRESENTACION DE LINEWEAVER-BURK

PARA CALCULAR Km

Kme= -108981 X 10°-8

o
[Caseinal(% psv) -t

GRAFICA Vi



fn condiciones de utilizacidn doméstica la proteass microen-
caosulada también presenta un comportamiento de acuerdo a la teo-
rfa de Xichaelis-Menten (Tabla VII!, grifica V), por lo tanta, la
canstante de Micthaelis-Henten se calculd de acuerde a) tratamien-
to de Liarwgaver-Burk {Yabla 1X, gri&fica Vi}:

km o 1.0851 x 1077

¥ comparada <con 3a &

en condiciones de laboratorio, se observa -
que hay ura minims variacién, la cual significa que tiene el mis-
mO Tomportamients coa o sin detergente,

&3



10} Estandarlzacién del mérodo para medir ta actividad -de ALFA-
AMILASA,

Alfa-amitlasa {(mg/m1) Agap
0.001% 0.010
8.005 0.030
0.020 8.070
D.040 c.130
0,060 0.180
0.080 0.250
¢.030 0.260

TABLA ¥X. Curva patrdn. Hidrélisis de amilosa por la
accién de alfa-amilasa (15 minutos de Incy
bacidn a 37 *C y gH 7.0).

Agao = Absorbancia a 620 am,
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CURVA PATRON
HIDROLISIS DE AMILOSA POR ALFA-AMILASA

AG20

0.3‘
1
0.25" P
i -
o2 0.0128 + 2.843 '/
¥+ 0.0128 « 2.84301
i t+ 0988 /
° . i : . .
L0 001 005 020 040 060 neo 090

Alta-amitasa mg/mi
GRAFICA VIl



Los datos de la tabla X representan 1a actlvidad de alfa-am]
lasa pura en funcién de la absorbancla a 620 nm, teniendo como --

sustrato amllosa (Gr&fica VI!}, las variaciones de ta sctividad -
d

ecir, a

son propercionales a las cencentraciones de enzima, es c
mayor concentracidn de alfa-amilass rmayor actividad enzinftica.
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11) Actividad enzimdtica de alfa-amilasa en MICROENCAPSULADOS 1.

Microencapsulados | (mg/ml) A620
0.0 0.01
.35 Q.05
0.20 0.10
B.4C 0.12
.60 0.18
0.8C 0.18

TASLA X!, Medlidas de absorbanclia en Ja hidrdlisls de
amilosa por microencapsulados ! (15 minu-
tos de incubacién a 37 °C y pH 7.0).
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12} Actividad enzim&tica de alfa-amilasa en MICROENCAPSULADDS 11,

ni:rogncaﬁsujadoi !l’(dg?g})'jv‘ 5A62°‘
BUHC TR ity 0.00
G5 T e

Tolza S 0.01
LT S c.01

060 c.02

0.80 0.02

TABLA X1t, Medidas de absorbancia en la hidréiisis de
amilosa por microencapsulados t! {15 minu-

tos de incubacidn a 37 °C y pH 7.0).
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Con los resultados de tas tablas X1 y XUl se cbtiene que so-
lamente los microencapsulados | presentan actividad enzimitica de
alfa-anilasa.

De 1a gr&fica VII y parc una concentracidn de microencapsula
dos de 0.4 mg/=t {Tabla Xt), se tiene que £stos contiencn una con
centracign de alfa-amilasa de 0.0377 nmg/ml, es decir, un 9.42%
de la enzima en los micrcencapsulados |, sienda esta conientra-
ci8n zon Va2 que se tratajid en las pruebas posteriores.,

De acuerdo a la ecuacién {(4), se calculd Va activila?

tica para slfa-amilasa a una concentracidn de 0.0377 mg/m! conte-
nida en los microencapsulacdos | en condicionres J¢ laboratorio  ya

especificadas:

Actividad 86.2068 x ET . Unidades Street-Close 18)

enzimitica en 100 m1 de muestra

hetividad 15 3448 ynidades Strect-Close/100 mi de mucstra.
enzimitica
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13) Actividad enzimdtica de los MICROENCAPSULADOS { en -agua . comin

a1, 2, 4, 8 y 24 horas.

Tiempe [horas) i Actividad enzinitice

i {unidades Street~Close/100 m) de muestra)

3.4482
3. %482
3.4482
3.4%52
3.4482

o N e

~

TABLA Xtit. Actividad enzimStica de microencapsuvlados
(0.4 mg/m)) a diferentes tlempos.

H
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Analizando los resultados de la tabla Xitl se tlene que, a -
diferentes tiempos de sotubilizaclidn de los microencapsulados en
agua corrlente de la ilave no existe varlacién de 12 acrividad en
zim8tica, pero &sta disminuye en un 66.66% con respscto 3 las con
diciones de laboratorio {10.3448 Unidades Street-Close/100 ml).

ia actividad enzimitica de los nicroencapsulados | no se ve

afectacda por el tiempo.
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14) Actividad enzimitica de MICROENCAPSULADGS ! en condiciones de
de utitizacidn doméstica a 1, 2, 4, B y 2& horas.

Tiempo (horas) Actlvidad enzimdtica {(++)
1 3.4482
2 3. 4482
Y 3.4582
8 3.L482
24 3.L&B2

TaBLA ¥3v{a). 12 de mlcroencapsulados y 95% de detergente.

Tiempo (horas) Actividad enzimitica {(++)
v 34482
2 3. 4482
L 3.4482
2 3.44682
2h 3.k48z

TaELA XiV{t) . 5% de microencapsulados y 353 de detergente.

Tiempo (horas) Actividad enzimitica (++)
1 3.4482
2 3.4482
L 3.4482
g 3.4482
24 o 3.h482

TABLA X1V{c). '10% de microencapsulados y 303 de detergente.

TABLAS X1V, Actividad enzimitica de microencapsulados |
(0.4 mg/ni) en condiciones de utilizacign.

++ = Unidades Street-Ciose/100.m} de muestra.
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En condlciones de utilizacién doméstica con difereetas tiem-
pos_y. concentraciones de detergente {(Tadla XIV), le actividae eazi
m3tica no se ve afectads por el detergente, ya que, los migroercay
sulados siguen presentando 1a misma actividad a diferentes concen-
traciones de detergente y tiempos, 2demds de que dicha actividad -

es exactamente l1a misma que sin el detergente,
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15) Dex:rﬁlnacién de la constante. de Michaelis-nenten (Km)} en con-

diciones de laboratorio.

Amitosa (2 p/v) Agan
Q.2001 0,60
0.0010 0.03
39,0100 o,
0.1088 c.12
1.0000 0.12
5.0000 0.12 .

TABLA XV, Cinética enzimitica de microencapsulados 1 los
cuates contienen alfa-amilasa (15 minutos de -
incubacidn a .37 *C y pH 7.0),

7.



CINETICA ENZIMATICA DE
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16) Representacidn de Lineweaver-Burk para calcular Xm.

amilesa (2 p/v)-‘ AG;;
10006 16,66
1600 L
106 5.0
10 S 8,33
1.0 ! 8,33
0.2 RN . T

TABLA X¥I. Recfprocos dé los valorés de Ya tavla xv.



REPRESENTACION DE LINEWEAVER-BURK

PARA CALCULAR Km
Km « 90349 X 107-§

AB20°-1

20 ~ 1

18 L ,—//"
i -~
1 /,/’/

10 !~ e
i T ¥+ 8.8308 « 1.9785x
i e

/ te 05118
) %A 7 g
05 ~{UKmls_~1I064 188

[+
{Amilosali% p/v) -1

GRAFICA IX



La alfa-amilasa microencapsulada sigue fa teorfa de Michaelis
Menten (Tadla XV, Grdflca Vitl}, por lo tanto, mediante el método
de Lineweaver-Burk se puede calcular Km (constante de Michaelis~
Menten) para €sta enzirma medfante la tabla XVI y la gréfica 1X ta
cual en condicicnes de laboratorio es:

km = 3.03%8 x 1070

que es la cantidad necesaria de sustrato {amilosa) para saturar 1a
mitad de las moaléculas de alfa-amilasa, siendo esta constante espe
cfflica para cada enzima con su sustrato e Indica afinidad. Por lo
tanto, la alfa-amilasa encapsuvlada tiene una gran afinidad por e

sustrato (amilosal. -



ESTA TESIS MO DIBE
SALIR BE Lk BBLuitva

17} Determinacidn de la constante de Michaelis-Menten f(¥m} en con-

diciones de vtilizacidn doméstica.

Amitosa (2 p/v) Aga0
0.000} Q.01
0.0010 0.02
0.0100 0.03
o.1000 0.0k
1.0000 0,0k
5.0000 0,04

TABLA XVI1, Cinética enziméitica de microencapsulados |
(0.4 mg/ml) en condiciones de utilizacidn.
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18). ‘Representacidn de Lineweaver-Burk para calcular Km:

Amilosa (2 u/v)-1 AG;;
10000 100.00
1000 50.00
100 33.33
10 25.00
1.0 25.00
0.2 25.00

TABLA XYill. Recfprocos de los resultados de la tabla XVIi,



REPRESENTACION DE LINEWEAVER-BURK
PARA CALCULAR Km
Km » 2.3990 X 10°-4

AB20°-1
120

100 -

a0 -

o - .
s ¥* 29.8134 ¢ 73514 X 10°-3x

e 0OTVO
a0k . - -

20 - . -

~t/Km} ~4388.588

[
{Amilosal(% p/v) -1
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La alfa-amilasa en condiciones de utllizaclén doméstica tam-
bién se comporta seglin la teorfa de Michaellis-Menten (Tabla XviI,
Gr3fica X)J, por lo tanto, Km se calculd de acuerdo al tratamlento
de Lineweaver~Burk (VTabla XVIli, Grdfica X!), el valor obtenido en
este tratamienta es: :

Km = 2.3990 x vott

y comparada con la Km en condiciones de laboratoric, es apraxirada
mente 10 veces maver, esto significa que en condiciones de labora-
torio la enzlma presenta mayor afinidad que en condiciones de uti-
11zacién, sln embargo, en &stas condiciones la enzima encapsulada_
tlene una actlvidad y afinidad enzimftlcas aceptables.
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19) Determinacién de pH-del  .aguas coarrlente y de Yas soluciones. de
detergente.

Soluctién (100 =1} pH
Agua comidn 7.60
Detergente 902 9.72
Detergente 95% 10,31
Detergente @ 10.62

TABLA XIX, Valores de pH para_ agua comin

y soluciones de detergente.
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En 13 tabla XIX se muestran los resultados de pH en las dife-
rentes soluciones en tas que fueron probadas las actividades enzi-
mSticas tanto para alfa-amllasa, como para proteasa contenidas en
los microencapsulados. Estas soluclones tienen ura variacidén que -
va de ‘un pH neutro a un pH bdsico, es decir, el pH varfa considera
blemente, por lo tanto, esta propledad tampoco es considerada como
un fattor que altere la 2ctividad en:zimatica de los microencapsula
do0s y Jas pcquedas diferencias ohservadas en las actividades de --
protcasa y alfa-amiltasa se pueden deber a la presenclia de clertos

lones tales como C1°, ngz‘ v principalmente Ca‘®.
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CONCLUSIONES



2]

3}

4)

5)

Los

micraencapsulados estudlados tienen actividad de proteasa y

alfa-amilasa.

La
da,

£n

_un

La
1a

sctividad enzimdtica én bop&{é{qnes deilaboratario es eleva-

condiciones de ‘utilizacidn y comparando. con las condiciones_

laboratorio, Ta actividad enzimitica disminuye consesrvando -

33%.

disminucidn de la actividad se explica por la disminucidn de

afinidad de 12 enzima por el sustrato, deblido a camblios con-

formaclonales provocados por ciertos fones del agua,

tas
que

proteasas microencapsuladas son inespecificas, €sto hace

sean muy Otiles en el proceso de lavado,
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