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Un detergente es una sustanc.ta s1ntétlc.a que reduce 1a ten­

sión superficial del agua en que se d1sue1ve y por ello faclllta 

c1 lavado y la· 1 lmpieza de los objetos. Los prlmcros que desarro­

llaron los "jabones sintéticos" o detergentes fueron los alemanes 

durante \a F'rlr.'lera Guerra Mundial. Se c.omponfan de sulfonatos de 

a1qui1-nafta1eno de cadena corta los cuales son buenos agentes h~ 

mectantes ?ero malos en ac.cl6n detergente. Este hecho lnlc1d el 

1nt~ .. P.s mundial por et desarrollo ele detergentes y en la actuall­

d.ad se conti~ua con este tipo de estudios. Origina11'1e:"lte los de­

tergentes eran compuestos de cadena corta y sulfatos alcohól ic.os 

de cadena larga (alias cuarental, des~.ués cons lst ian en compuestos 

::!e C.!dena ramificada de las •.;iguientes dos dé~a~zis. f'urante la d!_ 

cada de 19fi0 surge la neceslc!ad de producir detergentes biodegra­

dables, lo oue provocó el reqreso a las cadenas lineales, ya ccue 

sólo este tipti 1e cad~nas se pue ... en ::ilodegraCar fáclll"lent~. ade-

~ás a finales de esta rr,is"'a década ul"a compal"iía niuy importante_ 

llan:ac!a PRCCTER l GAKBlE introduce en e\ Continente Americano de­

tcr~ent~s en~!~áticos o biológicos que ya eran muy comunes en Eu­

ropa anos e?r~s. 

lc.s deterger.tes blol69icos presentan en !.U fornulació~. ade­

más del agente tensoact lvo, mlcroencapsulados los cuales contie­

neo enzimas degrarlatlvas, éstas descon:ponen o alteran 1a composi­

ción de la suciedad (lf~ddos, alr1ldones y proteínas) y hacen que 

las part tcu1as se puedan el !minar más fác.i lmente. 



1 1 
o B JET 1 v~o s 



J. ... Comprobar la actividad en::imátlca de PROTEASAS y ALFA-A/'\ILASAS 

presentes en microencapsulados utilii:ados en detergentes biol~ 

g_lcos en condiciones de laboratodo y de uti11.?ac16n dori;éstica. 

2.- Reali::ar la Cinética En::i:!lática de 1htas entil"'a~ en condicio-· 

nes de utilización. 
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- Los rnlcroenc.apsulados utillzados en detergentes b.lológicos tle• 

actfvfdad enzimA:tico! ~!"! ccndlclones de utilización. 
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A) DETERGENTES. 

los detergentes dlf1eren de los jabones por su modo de actuar 

con •guas duras; los jabones forman cor:ipuestos Insolubles con los 

iones calcio y rnagnes1o presentes en ésta, los cuales reducen las 

acciones espu~antc y limpiadora l"lientras que los detergentes pue­

den reaccionar con los ione! del agua dura. pero los productos rl!!'• 

sultantes son solubles 'y/O permanecen dispersos en forma colot~a1 

el agua. 

las propiedades tensoact ivas de 1 deterger'lte hacen que el agua 

adhiera más íntimamente a la suciedad fijada en Ja ropa, la va-

jllla u otras cosas, c;ue despegue sus partículas y forr.:e una emu.!_ 

si6n que las n.l:itiene en suspe,,sión en eJ a;·.-a. 

l.:-.s ~etergentes son básicarr.ente sulfo!'latos que se obtienen -­

!ratando d.erivados de1 petróleo con ácido sulfúrico. Oado el uso -

que se c!est ina al detergente, se a::!opta deter:-~nac'~ s;.;lfonaro y se 

co,...~:iina con !'.:!:-;:s ingredientes dotados de propicda.ies particulares 

coe-.o son: el trifosfa~o só::Ico.,. la car!:ioxi:-ietll celulosa QUe dis­

;.ersan las parti::.•.das Ce sucíeéa:!, los anties;iur:-a"ltes evitan la·­

fc-r:llación de un eAceso ée es~L.:.,...<!, {'! ;erborato de sosa .:.rocura un_ 

blanqueo qu.e pu.e de ser acentuado ?Or un 1 i9ero colorante azul ,etc. 

las r..oléculas d.e les dcter;entes tiene~ grupos afines al agua 

{hidrofi'f icos) ero. un extrer.o y ;ru~o!. re;ieler.tes al agua (hidrc'lfó­

bicos} en el otro. Estas ;:-ro;'lledad!"s e~;-c.:iales sen lmport.tntes P!. 

r~ la el ir.ii:-:d.:ló-i de r.anchas la cual se !o;ra por rte.::1fo de la hu-· 

tr,ectac16n, ei::ulsificaclón y ~ispersión por el agente Ji~piador. P.!_ 

~ue esto sui:t'~a Tas r.io!lculas de Cct::>!"gente se pueden ag;-egcp· -

en agua en raclr::os esféricos lla~ados r.'licelas (FIGURA 1). la parte 

¡>olar de las ;::-oléculas se reúnen en el interior de la ~!cela 

el grupo polar en el exterior. 

los co~puestos ~~!~~!e~ en aceite ~ero insolubles en agua,con 

frecua!"lcla se disuelven en el centro de- la rn.icela atraídos por los 

grup~s de hidrocarburos (parte no polar), a este proceso se le co­

noce como solublli:aclón. 2 3 
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El agente 1 impiador de los detergentes es conocido como sur-

factante o agente tensoact tvo y comprende "cualczuler compuesto que 

i11fecta (generall"'Cflte reduce) la tensión superílclat al disolverse 

en agua o en soluclcines acuosas, o c¡ue dt- modo sfmllar aft-cta la -

tensión interfacial rntre do!> 1rciui:fos. El jabón es u., mi!lterial dt' 

este tipo. pero el terrr>ino se aplica con r.:ás fre-cut-ncla a los de· 

rivados orgánico5 corno Tas sales sódicas de sulfatos o suJfonatos 

de alto peso l'llOl~c:ular". 22 

F' 1 CURA 1, 

ESQUEMA DE UNA HJCELA 

Los surfactantes de detergentes realizan la principal acción 

de limpl"°za durante ei lava::!o, por medio de Ta reducción dt:: Ta te~ 

stón superficial. El ~r:::ict-5o de lirrplcz:a consiste 

1) Humectación de la suciedad y de la superficie del rr:.atertal que 

va a lavarse con la solL.:ci.:5n .:etergente. 

2) El Tmlnaclón de la suciedad de la superficie. 

3) lograr que la sucleCií.:1 ;>er~anezca en ur.a solución estable o en 

una suspensión (detergencia). 

En el agua de lavado, los det~rg~"t•! a~:-e:-:~a;; i;!I c.<11pacie1aa • 

humectante del .11;ua ;-ar<i c:uc puedi' penetrar más fácilr>ente por to­

do ~1 materfaT, alcance a la suciedad y de esta forrr.a empiece 

ellmlnarla. Cada molécula de la solución llrr.pladora se puede con~i_ 



derar de c•dcna l•rga, un• termin•I de la cadena es hfdrofílica;.la 

otr• es hidrof6blca y esta últl•a muestra afinidad por la suciedad 

que se v• a cllnitnar. L•s terndnales hldrofóbicas de algunas de e.!_ 

tas moliculas son atrafdas •una partfcula de ftlUgre y la rodean,al 

r.iismo t lempo las termina les hldrofíl leas separan las moléculas 

partfculas de mugre del r:iatcdal que se está Tavancio hacia el agua 

de la"•do 0 esta es la accl6n que al combinarse con la agitación m~ 

cánica del lavado, hac;c capaz a un dcter;cntc de el imtnar la su-­

cicdad0 suspend~endola y evitando que se deposite nuevamente en el 

na ter i al. 

Lo'i d~tergentcs se clasifican en cuatro grupos principales s~ 

:;ün el grupo hldroffl ico que presenta Este: 

-Anl6nicos: sulfonatcs (-so
3

M). 

-Anfotérlcos: contienen grupos ~atiónicos y anlónlcos. 

En muchos casos la porci6n hldrofóblca es un hidrocarburo que 

contleiic de 8 a 1S -'ton.os de carbono en una cadena 1 lncal o 1 fger~ 

mente ra~ifícada. 

Los principliles cor.i;one:itc5 .:!e ¡,¡n detergente son.: 

-Agentes ten5oactlvos. 

-Zcol Itas. 

-Coadyuvantes alcalinos. 

-Blanqueadores. 

-Agentes que Impiden ta redepos1cl6n. 

-Perfumes. 

-Modfflca.:!ores de espuma. 
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En los últimos al\os se han Introducido al mercado 1os deter· 

gentes biológicos. Jos cuales, contft!:nen ademis de todos los comp.2_ 

nentes '!!encionados enzimas degradat !vas que- el lmlnan blo1ó9lcanen­

te la sccie<!ad del material. proporcionando una mayor eficacia!!'" 

el lavado.
19 

Para este estudio la Tmportanc.la del comportamiento enzimáti­

co para el f'fecto del lava:fo, es la p;opleCad más /!"!portante de un 

detergente, pero ade.,..is cabe mencionar también la~ stgutentes pro­

piedades de los detergentes bfoló9Tcos: 
19 

1} Establlldad de .el~acena;e.- AHguran una estabilidad debido 

c;ue las en:: ir.as e~tán ;:ierfectanen::e rl'"cte;idas dentro de los ml_ 

croencapsulad~s. evitando así cualquie!'" da~o del medio amblen­

r •. 

2) Segregacl6n.- Las ;iartfculas. de granolado 7 { 1'T·::>1J9t-•·· '"'csisteo"t· 

t") o mlcroencapsulados, son m¡s o menos ~sf~rlcas c~n ~" dlin~ 

trc '!"!edlo d~ un~s ~50 :-:i.:.ront·s, forr.a y dil!lrnsiOn <¡U'! ase9wran 

un !':lfnl~o de Sf'~re;a.:::ló..,, es decir, los granulado!. no~~ sepa-

rán de la "1P:cla. 

J} Solubilidad.- Los ft'Ícroencapsutados son fácilmente solubles en 

las soluciones deterslvas, resultando ciue la actividad enztmátl._ 

ca s.e presenta en onos pocos minutos, aúr. a temperaturas muy b!.' 

jas. 

t.) Conteni::'o en polv".- l.)s granula:::!,·.s i estan casi libres de p':ll­

y:; y las pa,.tic.ulas de granuli!do tiener1 una resistencia muy al­

ta de trituración, por lo tii:nto, el nivel de polvo enzlr.1átlco -

que puede ser nocivo para le salud se rr.antiene muy bajo. 
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B) •ICROENCAPSULADOS. 

los mlcroencapsulados o granulados T {"Tou9h" s resistentei 

son part Tculas ti.fC-rlca\ de color qrls claro, con un diámetro Ir.!_ 

dio de 1ilrededor de 550·600 •icrór.ictros y una densldae de c.E·l.1 
g/c.nri3. 19 

ltis Qranulados T cor.t le nen en: lma!ii degradat i"as C01"1 dlferen· 

tes activida~e-s en:lmáticas, éstos pueden ser productos unien:tmá· 

tlcos o mezclas de dos o más en:l'l'laL 

los r:-.icro('ncao!.ula;!os consisten e:-i un núcleo con CO:'\teni.:!o e~ 

:imátlcc, re;cubierto por una capa de revestimiento. Además de la 

enzil"'a, el núcleo co.-1tlene sales lnórganlcas, aglutir:antes fi· 

bra!. celulósic:a<., c:ue ~ .. o;-orc.icl"'an al granulado resistel"'cia. fl .,~ 

e lec está :-evest l~o por una ca~a i."ler:e de cera v pignento para a­

justar el color v .AH:~uraclón durante el ;ianejo.
17

•
19 

los i-:icroe~capsula~os se !l'etcla!'l fácil,.,ente en los detergen-

tes en ;l.'.:llvc, c:;uedanév la en.;:lt'1a activa eficaz~er.:.e prctegida de 

li'! ~cció"'I ~~ lcis ccr:o;:-o"'erqes det~rsivo< durante el al"'acenar>ien-

El ;!"ar.1.:la~o se disuelve rápídamer.te t:I" las solucio ... es deter-

~ 1va5. 

Los rnieroencapsulados se utilizan con gran éxito en l!'.uchos 

t i;.cs de detergel"ltes, tanto para lavado domé!>t ico ccmo para lava-

do in.!uslrial, tarr.t>ién en :!eter;entes je prelavadc y en los de ut..!... 

ll:!ad general. 

las eMtii"IJS c..i .. c...:-i"ltier.en es~::;s ;ra:ir.ila:!os s:::n estables 'J 

t:vas. e:'\ c.:i.°l~¡,;:io:-.cs z!.:.~~i:-as y p;.,ie:!~-: :.l:!li:arse C!"l \.:i' lnte!'"vale 

ampllo de temr!!.ratcr.a!.. Estn si;nifica aw~ 50!1 activas Curante la 

mayor p~rte Cel ciclo .:e 1ava:!o. 

Otro factor iroorta:"!te es ia eficacia de las enziir.as junto 

CO!'t los pr incipall'!> cc~pc"lentes del detergente. :..lgunos agentes 

causan en la er::.ir.:a efecto re¿ucida, ti lcr1 d~sac.t ivando ~sta o 

bien r:<::diflcan:!o las proteínas. de tal mane:-a c::.:c ya no puedan hi­

dro! i:ar-se mediante la en:ll"a; son eje~plos de tales agentes el 

esencial usar estos co~puestos, el r.:ejor resultado se o~tendrá 

12 



un rl"oceso en do'5 l!'ta;=-1'5, sfendo el tra:am!e~tc el"!:J:i:átlc.J la prl­

mera etapa.17 

En el mercado nae1ona1 existen los siguientes granulados enz.!. 

m.it feos para detergentes: l 7 

1} Proteasas: Al cal asa 1. ST .......... 
Alcalasa 2. OT .......... 
;.. 1ca1 asa 2. 5T .......... 
Alca lasa J. OT ·········· 
Esperasa '. OT .......... 
Sav 1 nasa 4. OT .......... 

2) Amilasas: Te rrr.am i l 60T .......... 

3) Cogranulados: .A.1ca1asa/BAN 

1. 7/8ST .......... 

En do~de: 

Al!/g • unidades alealasa por oramo. 

KNU/g• untdad~s l'IOVO x 10,; po~ gramo. 

1} P'roteasas. 

1. 5 AU/g 

2.0 AUfg 

2. 5 AC/g 

3. o AU/g 

'·º AU{9 

'·º AU/g 

60 KPriiU/9 

i. 7 ~U/o; ' 85 ii:;MU/~. 

Las proteasas se utilizan en las fórmulas de dc-tergente!. para 

!?.ejorar la el lminación Ce ll'anchas ¡:iroducidlls por protefnas, proce­

dentes de p. ej. sangre, mocosidad, heces y varias productos. a11-

r.-.entarios. la ~:-.=1.-:'!a cataliz.a la hidrólisis de sustancias casi In­

solubles como las mencionadas, aue tienden a adherJrse o! J~s supe!. 

ficJes d~l ~aterlal. Los ;::.~;:itidos asf producidos son fácilmente s~ 

lubles o dispersa:iles en el lfc:uido del tavado.
2

'4 

a} Actividad. 

las figuras~ y l nuestran la actividad de las prorea~as a v~ 
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rlas temperaturas y valores de pH p•ra 1• lftayoría de las apllca­

ciones de los de~erg~ntes. 2 ~ 

;;: 
¡:: 

100 g 
o 
< o 
> 

so 
... 
u 
< ,., 

~o 60 80 

FIGURA Z. 

ACTIVIDAD DE P•OTEASAS A 
DIFERENTES TEMPERATURAS. 

b) Estabil ldad. 

100 •e 

~ ... g 100 

o 
< o 
> so 

~ 
10 12 pH 

FIGURA 3. 

ACTIVIDAD DE PROTEASAS A 
DIFERENTES VALORES OE pH. 

las figuras I¡ y 5 muestl"'an la establl idad de proteasas a va-­

rfas temperaturas y valores de pH. los estudios de estabflldad se 

han realizado en !olstemas de amortlguactón de bajo poder. las pro­

teínas v los péptidos en las manchas del lavado tienden a aumentar 

Ja estabilidad de Ta enzlma. 24 

e) Solubilidad. 

las proteasas son fácilmente solubles en las soluclones dete!. 

sivas a cualquier concentración, temperatura y valor de pH. 

d} Toxicología. 

Se producen a base de microorganismos no pat6geno~ y su fabr! 

cac.ión es buena, los productos de los microor_ganlsmos -~-erment4d0--



res. no son t6.11.icos (OL
50 

29/k.9 en ,.ata~). Sin enibargo, las en:l-­

rnas por sf :11ls11as desencadenan re.acciones lomuno16gtc.as en ¡>lel 

ft'IUCOSIS. 

J 
< g 
~ too 
~ 

o 
;§ 

50 
"' .... 
u 
< 

FIGURA 4. 

ACTIVIDAD R:ESIOUAl DE PROTf,\SAt.S 
DESPUES DE 10 MINUTOS. 

el !iodegradaclón. 

~ 
~ too 
w 

"' o 

~ 50 

== .... 
u 
< 

tO 12 pH 

FIGURA 5. 

ACTIVIOAO RESIOUAL -OE -p~-OTEASAS 
DfSPUES OE 2• HORAS. 

Son colllpletamente blodegrada!:iles ya que tas bacterias las u.tf-

1 izan COP.+O fuente de l!!ner;Ta. 

f) Ejemplos :::e proteasas. 

-t.lcalase.· Es un3 enzlo:ia proteo1Ttica, ~rod~ci~a ~ediante la 

ferr.entaciór: s1.:ecr9ida :!e un ricroorgard~mo seleccionado aue puede 

clasificarse co~o una cepa de !aci11us liche'"lffor~is. l~ alca1asa 

es una enéo;:roteasa .:!e !l:>o sertnc con u:'!a es;:.e:clficfdad de sustr:!,_ 

to l':'u)' a:".1;:.1ia, e:s decir, ¡..¡¿rol iza la r::ayoría de enlaces peptfdt-­

c:os ¿entro de ur.a ~olici.;1a de ;:rote:"!"la.
16 

-Esperasa,- Es un ?rote.asa pr:idu:::ida ~or 1a fe,.r.":en?ac;ór: ~e 

t;n r:.icroorcanismo seleclonado oue t">uejf'c -=:la-;lfic.ars~ como una esp~ 
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ele a1c.•loffl,ca: de ~.16Proteasa de1 tipo scr1na • 

.. S•vlnasa .... Es una enzima proteo1 ftlca producida '-'ediante la 

ferinentac1ón de un mttroorganfs~o c:iue puede clasificar-se como una 

t.ef).a ufeciona:!a de !aci l lus alca1off1Jca. 16 Es tambiEn una endo-­

proteínasa del ti;.o ser-In,,.. 

2)~. 

Las a'Tlllasas se anaderi en fas fór:-:olJlas detersivas para Facit.!_ 

tar la elimll"laclón de r,.ancha!. con ~ase de atr:ddón, p. ej. c:irocede!!. 

res 1.!e sopa!. de pasta, choco1ate y alime~tos infantiles. La enzima 

c:at~l•~a 11 t!Jjrólisis de alr1'dón, qu-e: sin la anflasa tiende a pe~ 

~ars-e a las s1.1oerflc:les del tejido y a servir ~e aglutinante para 

ot~os co:1".~onet1tes COl"'plejo'!r de sucieda=. 
24 

a) A et l 11; ::!a:=. 

las ftg\Jras é .,. 7 muestran la actlvtdad t!e las ami lasas a va­

:-iao, r~-;e~.a:wr.as: y ..,.,,\ores de ~H~ Sajo condlc1ones de lavado rea­

l-e!>, la e:\Zil'!'a, !!lucstra un rendimiet1to satfsfactor'o a valores de 

!'H entre 8 y 10 y temperaturas de 60 y 70 •c. 2 ~ 

~1 5oo0lL_ g 
~ 
;: 
¡; 
< 

óO Bo •e 

ricuu &. 

ACTIVIDAD DE >MllASAS A 
DJF!RfHT!S TEKPERATURAS 

~ 
i- too g 
o 
(§ 50 
~ .... 
u 
< 

10 12 t>H 

>!CURA 7. 

ACTIVIDAD OE ~~ll~SAS A 
OIFERENTES Y4LOFES DE pH. 
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b) Establl tdad. 

l•s f'lguras 8 y 9 ftluestra" la estabflfc!ad de esta enz1ma a V!. 
rlas. te111peratr.11·as y va1ore-s de pH. Los estu.::!los de estabil léad se 

reallza:-on en sistel'laS de a~ortlguador .::Hlui::!o exentos de calcio -

con una .:cncE:ntl'"aci6n enzl:'!it lea co;responéierite al nivel dt: un I! 

quldo ::!e lav•d~ corriente, El alr.dd61" y los lol'les calcio presentes 

bajo condiciones de lavado corriente, tienden a aur!lental"' la estab!. 

lidad ~nzimática. 2 1.¡ 

•o 50 óO 70 ·e 

>!GURA 8. 

t.CTIVIDAO Fl.ESIOU.:.L DE A"11LASA. 
F.;SAOOS 30 !"'.IN. fp.¡ UN AMORTl­
CUAOOR OE f'OSFATC:S A DIFEREN­
TES TEHFERATURAS. 

c} Soll..iblllCa:!. 

10 12 pH 

FIGU".A 9. 

ACTIVIDAD PESIOUAL DE A"ILASA 
P.ASAOAS 21+ HRS. EN UN Al101\T 1-
CUAOCK DE ~OSFATOS A DIFEREN­
TES VA.LORES CE ol-I. 

Es fácilMente soluble las soluciones detersivas baje cual• 

quler valor de concentracl6n, temperatura y pH de uso r¡orn:al. 

d) Toxlc.ologfa. 

Se produce a partir de microorganismos no patógenos y los pr~ 

duetos de Cs:os n:::i son tóxicos {DLso 2g/Kg_en r_~t_as_)_. S_f,. ~-m~argo 

las aml 1aisas ~or- sf solas desencede_nan reacc.tones lnmunofóglcas en 
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ple1 v mucosas. 

e} 8iodegr•dacf6n. 

Debido a que las bacterias las utll Izan como fuente de ener-· 

gfa, este producto es co~pletamente blodegradable. 

f) Ejemplo de amllasas. 

-Termamll.- Es una enzima amllo1ft1ca productda mediante 1a 

ff!rmentaclón sunoergida de una e.epa seleccionada de Bac111us 1iche-

~· 
Es una endoamllasa que hldrollza los enlaces alfa-1,lt-glucosl 

dtcos de la arlllosa y al'!'lilopectina, Por lo tanto, el almidón se 

descompone r~pida~ente en dextrinas y oll;osacirldos solubles. 

Jl Cogranulac!o;: Alcalasa/BA!<i T. 

Es un granulado ·que contiene la enz1ma proteolftica alcalasa_ 

..., 1a enz;r--a a::!ilolítica SAN. Las enzi111as se presentan enteramente 

cncapsoladas. recubiertas de una capa Inerte. la finalidad e,.-;clus!_ 

~a de ~l~alasa/SAN Tes co~o ~aterla prima para foroular detergen­

tes en ~olvo eficaces.
24 

a) Solubi 1 idad. 

l:is t:t"''"";-º-.~"!es activo~ ée :.1calasa/BAN T son fácilmente sol!!. 

b1es en sotu~:o~es detersi~as a todas temperaturas y en todas las 

con~entraclones de dete;gente. 

b) Toxicolo;ra. 

A1calasa/BAN T se utiliza cor.io un producto no tóxico, debido 

a qi.:c se proéuce a ~artir de ciicroorganisr.ios no patÓ91!!nos los 

productos ~e istos no causan n;ng~n ~a~o, pcrc '~s ;r~!e~~~~ y a~! 

lasas r~r sí ~is~as, desencadenan reacciones lnmuno16glcas en ~uc~ 

sas y piel. 
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- Niveles d'e doslflc:aelón de micro~nc:apsulados. 

Los nlveles de doslffc:acl6n recomendados para los ~Jcroencap­

su1ados enzl111~tlcos son, en porclento en peso con respecto a1 de­

tergente:17 

A1-ca1asa 

A 1ca1 asa 

Alca lasa 

Alca lasa 

Esperas.a 

Savinasa 

Terma!'lil 

l. 5 T 

2.0T 

2. 5T 

3.0T 

4 .OT 

li. OT 

60 T 

o.S-1.0~ 

o.4-0.Bt 

0,}-0.6~ 

0.2-0.st 
o.4-o.at 

0,4-o.Bt 

.........•....•.• ·••••·· 0.5-1.0% 
Alealasa/BAH 1.7/85 T •....••.•.••••.. o.4-o,ei 

A cent inuación se r:iencionan los prlncipales factores ~ue de­

ben consid<!rarse ;¡! aplicar Lrn pro~ucto enzimártco a un detergente 
1. 

coino son: ~ 

1) Establlldad y sensibilidad de las enzl,.,as. 

2) Homogeneidad del pro<!ucto acabado. 

3) Naturaleza activa de las enzl,.,as concentradas. 

li) Higiene fabril y se9urldad de trabajo. 

los riicroencapsulados no deben exponerse a temperaturas altas 

y hu!'le::lad durante su elaboración y alr.:acenar""lento en Ja fábrica de 

deterQcntes. los fabricantes reco~.ierda~ a?lad'J .. Tos gra!'lula¿::is al 

deterc;ente una .,,ez acabado junto con los otros co~ponentes terr.iol_! 

bites, tales como pe-rborato sódico 'r perful'!le, 



C) ENZl"AS. 
l•s enzimas son protef;ias globul1ires, co~pleJ•s y catallzado­

r•s que .aceleran la velocidad de 1.;na reacclón c¡u(mica según f;tcto­

res de 10
12 

a 10
20

• en relación con las reacc:ones no catalizadas, 

a te'";:erati.:.-•s de alrede.:lor je 37•c. 14 

l•s enzi"'ª' difieren de otros catalizadores en cuanto a que -

son macrol'lloliecu1a'5. sl.'"\tetl:a:!as :-or o:-g;tnisi:ios vivos. Qurr.iicamerite 

todas l.Js e-.zil'laS sor. proteínas co:i pesos ~olec1.1lares ~1.;e oscilan 

entre 10
4 

y 10
6 

u ... a. Su act ivida.:! a .... e ces depende de la pre.sene fa 

:!e susta!'lclas oo protefcas (Iones ~etállcos y compuestos orgí1"1lcos 

!Ta~a.:!.os coe:'l:ima"S) ccn-;.c.l~as c:i"!'l.:o ccfactores. Sus ca!'"!Cterísticas 

~Js so~resalientes sor. su 9ra:i eficiencia, espe<:.ificidad y ~.:>dula­

cl6~. 

l• gran actlvi:::la.: típica ~e la cat.í!isls enzil'lítfcC! pernlte -

c¡ue l.!I~ re.u:.c:lone!i se realicen rápida~e,re CI" ~r'!'Senc'a ~:!e:..., ~a­

]~ c.:ir.ce~tracl¿'.n de en:i~s y el" C01'"\éicr.:::-,es de reacción i;oderadas. 

~a~a la f"!.ay~rf., ~e lo5 siste:"las, las ccncertraclones tFplcas de en 

.·ie.l oscila!'\ e:-:tre 10-E v 1:;-lO ~o' 1- 1 • e'" t~,tc :;uc la concentr~ 
c·16n je sustra:.:i s1.:ele se,.. Mayor de 10- 5 r-ol 1-

1 

Es lnt.eresante 1tencionar, que el tar.:a~o de la ico1écu1a de en­

:i!"!.a e~ rr.U) grande e~ co":-.ara.::i6n con la molécula de sustrato. El_ 

sustr.:it.,;, ;i .. !'·!e re;.rese:-:ar una o:iorclón .:e alrededor del J:; de ta -

l:!!.!5.I :c:al C~ e"lzi~a-sustrato, a ;::iesar de la ~ayor conce~tración -

'- O'.'C5ar de sus orfger;es t: íclSg1~i::-s y del papel especial que 

en:oi~.as poseeri las características !iir:-ilares a las de los catallz~ 

dores de orígen no viviente. Su fu1'"\Ción no se er:cuentra restr-ingl· 

da a los confi~es Ce las células vivas. Pue~en extraerse de fuen·­

tes, pw,.iflcal""se, cristalizarse •r lue;o utili::ars!' .:.en ventajas e~ 

Po-~ C•tali:a:::lores particularmente selec:tililfOS.,. activos en condicio­

nes de labol"'atorlo o lndustrici. 

t•~ enz~~as tienen .una secuel"lcla especffica de a~lnoícldos 
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(estructura prirr.aria} y adem.fs. en su est•do activo, tienen una -­

confortnaclén especffica tridl111e!"lslona1. La función tlnlca ::!e Ja en­

zfma reside en el s1t io activo, el cual se establece con base en 

una conffgurac!6n espacial partícula,- de la caCena poi ip~~t iCica._ 

los dobleces complejos de la ~a¿ena forll"a!"I una hendfdura en la que 

se ubican estratéglca111er.te los puntos de 1,;nlón del sustrato. las· 

enzirr.as distinguen entre diversot sustratos posibles y rec:¡uferen -

un sustrato t;ut' se ajt.:ste a la fcrrna ¿el sitro acth•o y qce se una 

a Este en los puntos de enlace especrficos. 

las enz frr.as aum~ntan la velccldad de las reacciones QUÍmlcas 

específicas diS"ll-:uyer:lo su C"lergfa de activaclór., ac'cfl"as, no alt~ 

ran el punto de e::¡uilltirici de !a reacclC:n ::;we pro~uever:, ni se CO!:_ 

sumen e?"I ella-;. o experJirt>;n:an c.lter~c:ol'les perr:.anentes, 

la catá!Tsi!> dls;.:huye la ~ar,-era de ener;ra C'! actfvac.ión de 

las reacciones qi.;fl'llcas sin alterar la variación de la energía li­

bre ;!::!:al ~e la reacc10n o el estaco final de equilibrio {FIC.URA_ 

10). En el ~!x!r:o de la ~arrera r:!e ia eriergfa de acth·aciOr existe 

un esta::!c de :ransiciér:. La ~"""cr;ia :'t" ac,:vación es la ca~!'ioai! -

de energfa, e,;:iresada en calorías, necesaria para i levar todas las 

rnolécutas de una mol de una sustancia a una ter.peratura ::fetermina­

da al estado de tral"sicTón, en la cir.a ~e la bi!rrera de e...,eq;ía. 1
!. 

la estructura enzln-. .ítfca no es rígida y, 1r1e:Pante U'ia ilmlta­

da flexión y .:!istors16r. ==~la henC!c!ura oc;.¡:;ada, au,.;l;a '!"" 1 co; -­

procesos c!e forr:-aci::~ ,,,. r!.i;:ti.;ra .:!e E.nla~es. f:- esenc.ia, é5ta es la 

forf!la en que la enzima reC'uce la energfa Ce a::t ivacr6ri Ce le reac­

clón c;ue est6 ca tal i=ando. 

Para ('.lUC la en=ima pueCa seguir activa, no debe ca,..t:iarse la 

estructura primaria alredt-::lor del ~itio activo. Esto slsnifica q..ie 

dc~cn evitarse los prOdL:ctos qufmlcos que reacclonan con los amln~ 

.tcldos, tales como forr..aldP-'°"fd:-, !;~"'~e:. ~e ;rc1n pot('~•ciai ee oxi­

do-reducción y los iones ::!e metales pesa:fos. TE 

los. c.l!lmbios iirportar.tt-s er: la estructura primaria o la canfor 

rt:ac.16n de la enzlm!I pueden provccarse ta~.t:lén exponleno::!o la enzima 
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a valore~ extremo¡ de pH o te•peratur1s e1evadal 1 este proceso es 

ecnoeldo corno desnatura1111etón. 

ENE~C IA DE 

! AC~~VA~!Oh 
~ ~EA.CCION 

NO CATA.ll -
-' ZADA 
Q 

< 

"' "' w = 

ENERGIA. DE A.CTIVACION 

]

ÉNERGIA DE ACTIVA.CION 
DE LA REA.CCIOf<i CATA· 
ll ZA.DA. 

CURSO OE LA UACC 1 OH 

FICUR,I. 10. 

PERfll ENE'GETICO DE UNA REACCION (!UllllCA. 
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D) CINET1Cf\ !.NZtl"\AllCA. 

L• co~centr•c;ón de \Ustrato ejerce ~n efecto profundo iobrc_ 

la velocidad di!!: las reacclones c.ate:ltzadas por 1as enzimas. c.uanc'o 

1a c.once.ntf'ac.l6n de é:sta se C\anttene co.l"\stante. Si se gr.afie.a \a -

velocidad inicial de la l"'ea.cct6n en la cual p.artic:lpa 1a ~nz:i~a, -

eontr-a la cor.eentrac16n ~e .sustrato~ s~ obtfen~ un Co1D,:>or-tatt1iento 

similar .al de Ja figura 11. 

Vo 

- - - - ---

[s) 

F !GURA l l. 

EXPRESIO• GIAFIC~ PI LA Cl•ETJCA 
EMZIMATICA DE M'CKAEllS-ftENTEN. 

SI las c~nce~traciones ~e ~ustratc ~en ~uy bajas la v~!ocldad 

de la re.!c~f6n es «:uy ;ec¡u~~a. ;ierc au:::e.Mtará al lncref".en~arse la 

sus.trato, i""'i¿le~,t.:> =ad<! ·a: 1.a v~tc=i.::!a~ bi:lal :!e ta rcac=ió'!": C!_ 

t.ali:ada, se enc:-:itr.tr.á ~iJe la: \fe.l:>cl::l.~é ai.:~er-.t.a er» can~iGa~es C.!_ 

~a vez t:!"cncres. fír.a1r-e~·te ie aL:an::.&rá "1~ ~l:i:"tC "~s. aILi de1 cuaJ 

s6lo is.e re;l1.trerán ir.::.r"-'"'en:::es l'"'u~ C't!i1Je~os, :-.oc.o si;r.ifica::l...-o.s._ 

de la. velo.::.i~e.: ~e L!! !"'e.a::.::.i6-.• ci.:a:'l~C au:~:~r-:., la ::~.,c~~traclór. de 

sus:::-a-:.o ir1~u;.:. ~,). 1r:=~pe~:le:-:~c~~"':•" =~le t:\.\I!' aur-~l".tt- 1., con~ 
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Ja reacci6": :-".,:erá a dproAima,.se a U:'\a zona plana que no alcanza­

!".f nunca. En esta .::;;;;.a, : f<t,..,.ida velocidad máxima (y.,f-.) la e:izlma 

cstS saturadd con su sust,.ato y no puede a~tuar más de prrsa. 

(sto condujo a Vlctor Henri, en 1903, a Ta ::cnclustón de QUl' 

una Cl'lZil'la se con!:lina ccn una r:iolécula de SU$trato y forma un con­

plejo enzir.ia·sustrato, COl!'O etapa necesaria de c.atálisls. Esta te~ 

rra particwlar fue estudiada hasta constituir una teorTa general -

de la acció., de las e:i:l,...as QtH'' de•sarrollaro:-. en 151), leo,,or ~i­

c.haells ,, Maud lo\enten quienes pO!>tularon cuela ,,r:2ima::: se corbi-

na primero reversf~Jer::ente un sustt"ato S .,. forr->an un conplcjo 

enzima-sustrato ES, en una reacción revt""rsible relati~'amerHe ráol­

da, 

S ES 

el com~lejo ES se destruye des~H.1és, media:ite u:ia 5~-:L1nda ,.eacclCn 

reversible, qUP es ~ás lenta, y origina el oroduc:.()? )'la eruima 

queda libre, 

ES= P 

la eta:-.; ! i-.ita'\te e~ la 

velociad, la velo:.ld.ae qJo~al de fa reacción catali:~-:a ~--:.J.•.ltic!!_ 

~~=-.:.e. debe s1Cr pro;icr,lonat a la conc1Cntl"aclón del complejo en2i~~ 

su~:rato. La ~1Cloc:~a¿ se,.¡ ná~i~a c~ando toda la enzi~a SIC e~c.ue~ 

tre en for~a ::lel ec:'!'~lcjo r.s ., la corcentraci6n de la en::ilr.a l (bre 

cor.ce:i~racíé~ de ~ustraro sea ~u'Y alta. ya c¡¡,;e ;-,~r la le- Ce 

ciCl'I ;'.le ~asas el equíllbrio será despJa:aC'o hacia la .!erec,.,a cu.af",• 

do SIC incre'":',1Cnte la concenrrac!ón de s. 

s ~ts 

Si S aul":.C'l':a hasta nivelrs '°l'·UY elevados, to::!a la en:ir.-a 1 ibre 

Es~ ha~rá i::o-.vf:.r~i:!o a 1<! (.:or!:'1a (S. En 1a se,,.unda reaccióf'I del c..!_ 

ele catal:ricc. el cc~~leio ES ~e rcr.\OC rá;:ir.a,.,rnr~ ;;ara dar '!I 

¡:.rc=t:,to P ., 1a e,ii~a libl'"e. Pero si la cnncentra::ié., d~ Ses l"O" 

suficft"'ft";:o.e:-.!~ eJ~.,,ado!. la C"n:ir::a libre E se C.Ot!~i.,ará Jl"'Sfledla?~-



aente con otra molécula de S, En l!'!otas condiciones s~ alcanza un -

e'!>tado estacloriario en e1 cual Ta ll"'nzima siel"lprt> est¡' satur.td.a cor. 

'!>U '!oustraro v la ..,elocidad de la reaccl5n ll"'S málrima, 

SI se obse,...-a Ta fiqura 11, que ,,,uestra la relación entre la 

cone,entraci6n del '\U!>tratc y 1.a ..-elocidad de u-na reacción enzitr.áti.. 

e.a, se- ver~ ~ue e-s .:!ific.il deducir con exactitud los valores c!e la 

ve-locldad dt" la rt-acción que cada vez !.e ªFr-oxln-an más a la ,,.eJoc.!_ 

dad má,. ;,,a (Vrr.á11) ~ oué conce"ltraclón de sustrato f'S la c;i..e se :ie­

cesfta rara alcanzar la Vm.!ix. Por it"-S.ta ~:.:.-é.,, "'lic.hat"I is y "".cnt~ri -

deflnie-ron U"la constante conocida como Km, que e5o útil para esta-­

blc~er la reJac16n t>recisa entre la concentraci6n del sustrato 

la reacci6n catalliada por la enzima en fu11cl6n de su velocidad. -

la con<:tante di· "'ic:l-tael is-!'lcnten (Km)• se define cor.o la concentr!. 

citin df' ~uo;~ ... J~.:· c~¡;:;e.::.ííico al ciue una enzin:.a detera:!nada prodcce 

l.a ro.i:,1.~ de se •.:.·loci::!~d rnáidma. 

A vedor('~ ~enorl'S dt:' Km r.ia,..or afinidad ~nzlmárica. y a un "-'a­

lor ""<l\:*'r de 1(- "':''>l'\or aPl,..:~J~. 

L• for~~ c:ar~c~erisrlca de la cur,,.a d(' saturaci6n d~ una enzl 
r:.a í'~t \J"'t SC!'.tr;¡;_-n {r'Jf;lJ~~ fl), puede e,.;.-.resarc-.c matcmáticacent'!' -

;;.or l.:t !"Cwac::ión ~e ~icha~I is-ttenten; 
1 

Vo•~ •••••••••• (1) 
!(r,: • s 

éor:dc, 

Vo a velo::l:!ad inicial si la concentración de sustrato es 

Vmá~ • velocidad ~áxi~a. 

K~ • consta~te de Mlchaclis-~enren de la enzima para un sus-­

trato en particular. 

Esta ec~ací5n f~e d~du~ída por ~ichaelis y Menten parti~ndo 

d"." !? "'<!; . .::,...,,;:. :,~~1c.:J d(' que la etap.a Jl,..itante de la \l'f!:)oc.idad -

las ,.,..accione:; en:"irr.át i-cas t"S 1., rup:ura del c.01':plejo enzi,.a 

sus:rato para fori.'ar f:l producto. y la enrima 1 ibre. 
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Cada enzl11ta po:see una Km cal"ICtel"fstlca para cada SJ.1strato en 

condlcfone5 establecidas de :iH v ter.iperatul"a. Puede obtenerse un -

valor aproxl111,ado Ce ~rn por un ;:irocedlr:iiento gl"áfico sencl11o como_ 

se muestra en la fi;u~a 11, sin er:1!:tar90. resulta dlffcll determl-­

nar la ve1ocldac! ,..áxl!'!!a ca,., exact <tud, ya c:;ue es un valor apr.oxim!. 

do que nunca se al:..iinza en la realidad. Oluede obtenerse un valor -

mJ's e ... acto :!e Km e:-pres.!lndo los l'liSll'!OS datos de diferente manera 1 

esto es posit:ile !O .. a:""d:;; !.:.s recí¡:;rocos de a:-nbos Ja:!os de la ecua-

cló11 1, con lo que se tr-a~sforr.a e:i: 

1/Vo • (K::o/V~ix) (1/ S ) • 1/V'"'l.3'.i.: ............ (?) 

Esta ecuac1on es transfor,.,aclón de la representación c!e ~ 

."4i;;::haelis-Menten (ecuaci6n 1} llarr.ada ecuación de lineweaver-Surk 

o repr-esentacién c!oble recíproca. las enzlmas que cu~p1en co~ la 

ec¡,¡.a,;ión 1, ooe~ec!:n tanl:llén la representac:lón doble recf;iroca y -

se construye graff::dn~o 1/Vo contra 1/ S (rtGU?.~ 12). Esta 1 fnea 

tenjri una pendle~te ~m/V~áx. u~a ordenada al origen 1/Vmáx y una 

i:>ters:c:cióM de ·1/~m sol::r-e ~I eje 1/ S • 

P•ndl•nt• • ~ 

(SJ 

FIGURA 12. 

TRAHSfOR~A.CIO!ii OE LA ECUACIOH DE 111CHAELIS­
""(NTE~ !.. LA ·ECUACION OE LINEW'tA.VE"l-BUR~. 
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lo1 representación de llneweaver-Burk es una forma 1nuy út 11 P!. 

r1 deterl'llnar con mayor exa.ctltud e1 valor de V1:1áJC y Km, adei:iás de 

c¡¡ue tiene la ventaja de c;ue estos Yalores son e'Stadfstlcamente sis_ 

nlflcatlvo'S a partir de sets u ocno pyntos experlfflentales. 3 

Para ,,.edir la cantidad de en:l!l!a presente en una .,uestra. se 

..,ide 1a velocida.: .:e la reacción catallzada por ella. En circuns-­

tanci•s apropiadas fp.M 'f tel'lperatui-a) la velocidad 1:1edlda es pro­

porcional a la cantidad de enzima presente. Cua.,do e~ ;iosi~le, es­

ta velocidad se Col"'l¡:-ara C0'1 la velccida;'.f catali:aCa por una canti­

dad conocida de la en:ima altal"'.ente purificada. Puede calcularse -

la cantidad de e"l:ic-,a en ur. elltracto s;e~pre cue ar::bas sea., anali­

:aéa'> en cor.diciones i=int leas y la co;i.:.;;:-.:.:-a:.15" ~~ ta enzll":a sea 

t"l fa.:.~cr limitan:e. 5;.,, e,..bar;o, no es fácil determl!'!ar el nÚmt!ro 

~e ~oléculas o la !!'lasa de la eri~ir:ia prt!sen:.e. ¡:ior lo tanto, los r~ 

s1.i1tados s~ eitpresan cri uní~a~~s e":i-~ticas. 

Las C.lntidadcs relativas de 19 en:l"'a se pueden e.,tonces coo­

~arar en diferentes ~uestras. Las u"Tdades e"z1~atlcas son expresa 

das en micro~oles (1a·b r.01}, n;r.~.,, ... ..,!~s (10· 5 mol) o pieomoles -

'.10·
12 ~ol) de sustrato reacciona"te o :je producto forr.ia¿o por l!\i• 

nuto. 

son 

las Unida:es Enzi~áticas 

U,nUypU.lO 

Internacionales correspondientes 
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V 
DES AR RO L LO E X PE R 1 ME N·T AL 



A) MATERIALES. 

1) 11aiterhl bloló9lco. 

- Mlcroenc¡psu1ado 1: contiene un nGcleo de enzimas las cuales_ 

tiene ... actividad de proteasas (Industrias Novo). 

- Mlcroenca~sulado 11: e~ un granulado combinado, contlene enzl 
mas con actividad de proteasas y amllasas {lndusttfas Novo}. 

- Tripsina patrón (S!GM.A}. 

Alfa .. amilasa patrón (SIGMA). 

Caserna patró,., {SJC~A). 

Arn.í losa oatrón (SIGMA). 

2~ •a:erial cp.JiMico. 

fosfato dl.Scido de p.ota!lio, >::H 2 Po'4 ~.A. 

~osfato .icido de potasio. K
2

HPOJ. ~.A. 

1.cido tt"ic\oroacétJco at 5% p/v. 

,._ Acidc clorhidrlco 0.001 y 0.002 N. 

Yodo R.A. 

Yoduro de potasio 1:!.A. 

Cloruro de <;.adío 0.1 l'I. 

Hldróx1do de s.odio 0.1 N. 

• Etanol R.A. 

)) Mat~rial d~ vidrio de 1aborato~lo. 

B] EQUIPO. 

- Espectrofot6"'etro Co1eman-Junior ti ~?del.o 6/20. 

- Espectrofot6mctro ZEtSS ~odc1o PX20, 

- Potencióm~cro C~r~i~9 modelo 12. 

- CentrTfu9~ DA~ON/IEC OIVISIOM. 

- Agitador y parrilla eléctr1co Corning modelo PC-lSt, 
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C) llETOOOS. 

Las actividades enzimáticas de alfa .. amf1asa y proteasa encap­

suladas. se comparan con actlvfdade<;, de enzimas po1trÓl"I definidas, 

estas enzimas son affa .. amllasa y t:rlpslna como prcteasa. 

D JAGRAMA DE FLUJO 

Disolución de los mf_~roencap~ulados l'.y 11. 

1 
EstandarJzacJ6n_ del _mEtodo. 

1 
Actividad en:z:tm¡tfca de microencapst.!la:!ns 

en condf,iones· de·· fabo'rató-rlo y de ut il i.?.ación­

do111éstlca. 

1 
Determinación de Km en condic;ones d~ 

laborator1o y de util izaclón domistfca. _ 

FIGURA 13, 

fSTf OIAG~A.~A Ot tlUJü ;;.E?RESENTA El OFtDEN EH QU[ SE R_E~~·~~_P,?~ 

LAS OETERlllN<CIONES PARA COllPROSAR~ l• ÚÚVIDAO ENZIMATICA OE 

LOS PUCROENCAPSULAOOS. 
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t) Dlsoluci6n de los r:dcroel"lcapsulados. 

a) Condiciones de laboratorio. 

• Se disuelven 100 mg .'.le mlc,.oencapsulacfo 1 en 100 mi de ler­

do clorhf1frico 0,001 N (mlcroencapsulado tmg/ml de HCI 0,001 N}. -

Se real iza el mismo pr-ocedir.de-.,to ;>ara el mlcro1:ncapsu1ado 11, 

• Disolver 100 fT!g de mlcroencapsulado 1 en 100 ni de clorur-o 

de sodio 0.1 M {mlc.roencapsulado 1 mg/m1 de NaCI 0,1 11). El mismo 

procedtrnlento se rf"al iza para el microencapsulado 11. 

b} Dlsotuci6n en agi.:a corr!ente. 

- Real tzar la solubi 1 l:ación de 10 l'lg de los :nlcroencapsula-· 

dos 1 y 11 {por separado) en JOO nl de a:;ua corriente de la llave 

(mlcroencapsulado 0,1 mg/~I de agua ccm~n), 

e) Coridiciones de utllizac16n doméstica. 

• Dlsolvf'r 10 mg de los mlcroencapsullldos 1 y t 1 por o;.eparado 

100 :i.1 ;!e agua corriente de la llave y ll9re9ar un detergente n~ 

biológico en tres diferentes concentraciones con respecto -al ~fe,.!: 

encapsutado: 

- 99t p/v. 

- 95t plv. 

- 90:: p/v. 

2) Condiciones de tra~ajo. 

a) Condiciones de laboratorio. 

Condlclones en las cuales se controla el pH con una solucl6n 

amortiguadora -; una tefl'peratura de incubaei6n con un bai\o l'(arra, '· 

además el agua utili:ada fue bldestllllda. 

b) Condiciones en agua co~én. 

En esta oarte del pro,,ecto, no se controla el pH ni la tempe­

ratura. es decir, ~J :"M ~~ ~! -. ... e tiene el a;ua corriente de J __ a._ -_-:_ __ 

Jlaye y la tcm;:ieratura es la ambiente. 

e} Condiciones de utilizacl6n dor:iéstica. 

En estas condiciones tampoco se controla el pH y la tef'lperat!!. 
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ra, tas detel"minaciones de la actividad cn2rmiitica para los dos t].. 

pos de 111lcroencapsulados se realizan en agua corrTente de la 11aYe 

y las diferentes concentraciones de detergente ya :nenc:lonadas. 

3) Estand,!!l"izac16n del método ?ara medir 1.a actividad de PROTEASA. 

Todas las deter!T'lnacioncs se hlcleron por dup1 lcado. 

Principio. 

La trlpslr:a "'iCr~ll::a casefna en Jos sitios en los cuales 

encuentran tlroslna y trlptofano liberando Estos, los cuales son -

solubles ~n ¡cldo trlcloroac:itlco y t1enen u"a absorbancta a 280n~ 

El mrtodo H ~asa en ta medida de la absorbancla, ésta nos da di­

rectamente la actividad de la enzima. 

Rea et ivos. 

1 Amortiguador de fosfatos O.JMen agua bidestllada, pH 7.6. 

11 Solución de caserna. 10 mg/r'd en a-.ort i'guador de fosfatos 

o. 1 !"I. 

lit Solución de tripstna, 0.1 mg/ml en HCJ 0.002 N. 

IV Acido trtcloroacEtlco, St p/v en agua bldesti1ada. 

Procedlmlento. 

Preca1entar Ja so1ucl6n de ca$efna en un ba~o de •gua • 35 •e 
ap~o•imadamente 5 ~inutos. 

Preparar una serie de S !Ubos de en~aye en el ~ismo ba~o: 

Blancos 

iubos 

Solución 11 (mi) 

Soluct6n IV (mi) 

l. 00 

3.00 

1. 00 

3. ºº 
1.00 

3.00 

1. 00 

3.00 
1 ·ºº 
3.00 

l. 00 

3. 00 

Agitar perfecta=ente el contenido de los tubos. 

7 
1. 00 

3.00 
1 ·ºº 
3. ºº 

Sotoci~~ t!!(:'!t} c.~1 o.o: o.~!. "'-""º v.oa 0.10 0.12 0.14 

Soluci6n t (ni) -0,99 0,95 - 0.96 0.94 0.92 0.90 --O.SS O-.S6 

Dejar reposar por 3D minutos a temperatura a~&iente. 
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Curva Patrón 

Tubos 

Soluci6n 1 11 (mi J 0.01 0.02 o. o• 0.06 o. 08 o. 10 o. 12 º- 1 • 
Solución 1 (ml) o. 93 0.98 0.96 o.s• o. 92 0.90 o.88 o.66 
Soluctón 11 (mi) 1. 00 1. 00 1. 00 

1. ºº 1 .oo 1. 00 l.ºº 1. 00 

Kezclar y dejar Incubar por 20 ~lnutos. Agregar 3 rnl de solu­

ción IV y dejar reposar a temperatura ar.;blentc 30 minutes. 

Centrifugar los blancos y las muestras estándar por 20 ~lnu-­

tos a 3000 X 9. Leer la absorbancla de los sobrenadantes a 280 nm. 

Se resta la absor!:iancia del blanco a la absorbancla de la muestra 

estJindar correspon¿icnte. 

los resulta::!os se presentan t"n la t.able 1 y gráfica l. 

4) Actividad e-nzl;'llátlca de proteasa ~ICF.OENC.t.PSJL.;ocs. 

lievar a cabo el ;irocedlfl!iento (J} sólo que la trips0 itid 

sustituye por soluclones de rntcrocncapsul!ldos (1 y 11) con las si· 

guientes conccntraci~nes: 

l'!.icroencapsulado 1, 1 :ng/ml en HCI 0.001 K, 

11lcroencapsulado 11, J r.ig/rd en HC1 0,001 H. 

Real izar ta sl51ulcnte serle tanto para las muestras problema_ 

como para los tllancos: 

Tu5os 

Micro~r:capsulado 1 {~!) 

Solución T (1'!1) 

Tut>os 

P1 lcroencapsulado 11 (ml) 

So1uc16n 1 (m1) 

o.os 
o. 95 

o.os 
o. 95 

o. 1 o 
o .90 

0.10 

0.90 

0.20 

o.so 

.3 
0.20 

o.ea 

o. 30 

0.70 

0.30 

o. 70 

o. ~o 
0.60 

o. ~o 
0.60 
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S) Comportamiento de los HICROENCAPSULAOOS con respecto a tr1psl-

na. 

Oe acuerdo a los resultados de la tabla 11 y utili;:ando ta -

gr¡flca 1, SI! tiene que a una concentrac:lón de r.ilcroencapsulados 

{1 y 11) de 0.1 mg/ml correspo:ide una conc:entrac16n de proteasa de 

0.002 mg/m1, procediendo entonces a prepar"ar los siguientes tubos 

problema .de acuerdo al método (3): 

Tubos 

Microencapsulados 1 (ml) 

Solución 1 (m.1) 

Tubos 

Microencapsulados 11( .. 1) 

Soluci6n 1 (,.1) 

los resultados es táii. 

o. 05 

o. 95 

1 

o. 05 
0.95 

cn.--1a 

o. 10 

o .90 

0.10 

0.90 

tabt a 

o. 20 

o. So 

0.20 

o;so 

111 y 

O.JO 

o. 70 

O. JO 

o. 70 

o.~o o.so 
0.60 o.so 

o.:.o 0.50 

0.60 0.50 

gr.iflca 11. 

6) Actividad enzimática de los KICROENCAPSULAOOS en agua común a 1. 

2. 4. 8 y 2la horas. 

Oe la tabla 11 y la gráfica 1 se tiene GUe la concentración 

de r.ilc.roencapsu1ados (1 y 11) a trabajar es de 0.1 r.ig/m1. 

Disolver 10 ::ig de m.ieroen.:apsulados {! y 11) en 100 mi de 

ag~a corriente Ce la llave (0.1 11'.g/rnt). y se consideran Jos s1-­

guientes t tempos e:n ~t.:e permanecer: di sueltos en agua les rn.lcroe:i-­

capsulados: 

1. 2, 1., S v 21.i t<iora~. 

lle~ar a ca~o el proce~i~iento 

a1111ort igua::ora por a;ua C.:i::li:ii y la te::ipe:ratura de trabajo es la ar."!· 

b 1 en te. 

Se cal:1.:la la a:::lvl:a: er..:tr.-á:lc.a Cc.;"1 la sf;ulente relación: 
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TUCas/m9 de proteasa • ~~•~- •••••••••• (3) 
20 JI. p 

en donde: 

TUCas •cantidad de proteasa que 1 iberan lc-s producto'So de ta hldr~ 
lisis de caseína en incrementos de un minuto. 

• absorbancta de la :11.uestras - absorbancLa de los blancos. 

• miligral'los c!e prote-asa ;:-or milllitro. 

20 •minutos .:!e incubación. 

7) A.ctlv1i!ad enzlm.Stlca de los MIC~OEtr.iCA.PSULAOOS en condlciora~s de 

utitlzacJón, doméstica a'· 2, 4, e y 2z. hor-as. 

R.eallzar el procedimiento (6/, sólo que les ::ilcroer.capsulad~s 

se preparan en 1t, St y lOt en peso con resp:ecto a un deterg~ntt- -

o iológ: ico. 

:o:..ies~r.e!! e"" lf!s tablas\'. 

S) Deterrr>inaclón de la constente Ce ~lchael IS-"lf'nten (Krn} ton cc.nd.!_ 

.:.iones de Laboratorio-·.; .:!e uti1iza::.lón dor:éstlca. 

a) C.ondlcloncs de laboratorio. 

rteat Izar el procedhilento (3) ahora manteniendo col'"lstante la 

co!'lce!l'ltc>.aclón de :aTcroencapsulados (1 y 11) a un valor de 1 mgfr:d 

y la concentración de casefna se varfa de la s lgulente l'IHU'!~ra: 

Caserna •n ~ p/ V 

a) 0.0~1 

e) 0.010 

e) o.'ºº 
d) 1. 000 

•l 5.000 

f) 10.000 

En las tablas Vi y VII y Las gráflcas .llt y 1Y Sf' ·re-por-tan 

tos resi.:lt"ad:a de la cir:~tlca eo-,zirr.ática en estas col'\dlciones. 
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b) Condlclones de utilización doméstica. 

Para determinar la cln#tlca enzimática de los mlcroenc:apsula-

dos (1 y JI) en condiciones de utilización, realizar el procedl--

miento (7) para una concentración de microencapsulados eri 10% -

peso con respecto al detergente, y las concentraciones de case.!. 

na se prep.:1ran de acuerdo al método (Ba). 

En las tablas VI 11 y IX y las gráficas V y VI se reportan los 

resulta dos. 

9) Estandarlzacl6n del método para medir la actividad de ALFA-AMI-

Todas las determinaciones se tdcleron por dup1 lcado. 

Principio, 

La alfa-amflasa hldroli.za los enlaces alfa-J,lf- gtucosfdlcos_ 

¿~ la a:"::ilosa, descomponiendose en dextrinas y olfgosacárfdos. La 

:.,::iluclón yodo-yorluro reacciona c.on la ar.diosa formando un complejo 

.;:.-:u! en la soluc16n, t"l cual se detecta a 620 nn:; el método se ba­

sa en la rr.edlda de la absor~a:icia de la desaparlci6n del color 

azul ya .::¡ue la solución yodo-yodu.ro no reacciona con dextrinas 

~ligosacA:r-idos, estas medidas. de absorbancia dan directamente la -

act !<Vida.:::! de la enzll'la. 

~ea c ti"'º s. 

1 Amortiguador de fosfatos, 0.1 11 en agua bldestilada, pH 7.0 

JI Solución de ami losa, O.lt p/v en NaOH-Etanol 9:1. 

111 Solucl6n de alfa-arnilasa, 0.1 mg/ml en NaCI C.l M. 

1\' Solución yodo-yoduro de potasio. 0.01 H en agua bidesttla­

éa. 

V Solución cloruro de sodio 0.1 M. 

VI Solucl6n de ácJdo clorhfdrico 0.01 N. 
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Procedimiento. 

Preparar l•s sfgulentes aiuestras estándar de a1fa-and1asa en 

cloruro de sodío 0.1 ": 

SolucfOn de al fa-ami hsa (!'tg/ml) ~ 

1) 0.00! 

2) o.oos 
3) 0.020 

4 l 0.040 

5) 0;060 
6). o.nao 
71 o.oso 

~~-
Preparar una s~rle de matraces 'l.·otuir-étdc:os -de 100 mi seoün 

e1 siguiente esquema: 

Matraz Blanco 

Solución 1 (mi) 

Sclucfón 11 (r:il) 

Soluciñ~ V! (~!) 

Colocar !:is i:-atrac.es volumitrl.:os l':larcados del 1 al 7 en un 

bal\o "iarTa a 37 •e por 3 minutos. Adicionar a ca::!"a !?'.atrax 1 r.l de 

las r.uestras ~e alfa-a~ilasa preparadas anterlormente según el n0-

mero r!e t:1atr<!: cue le corresponda. 

Dejar los ~-atrae.es eri el ba~o 15 ,.,inutos:. 

Oilulr Jos contt"nídos de los E. ~.atl'"aces a cpro•lr.-a¿arr.eri:e f!G 

mi1111tros c~n 11;ua bldest11ada y a~ic.;ona-r rá~lt!"~ ... o:o--:e ¡, :od .'.!e'" 

a;ua ~¡;estilada y r.-edir la .!!~SO!_ 

bancia de las:; sol1.1clo:-.es a 6:LD n1J1. Celihrar c.on aQua bI:!csti1ada. 

los rt"~ulta::!c,5 se r.,uf'!tra!"l 1>n la tablar y Ta cráfio:.a \.'ll. 

la ac:ivida::' cnzir.'látice de alfa·a~ilasa se calcula dt- acue-rdo 

a 1a sl;ule:i.te fórl!'ula: 

Act i vi :::!'8:! 
eri.z ;,,..;ti ca ..... (.) 



en donde: 

ET • •bsorhanc¡a de la muestra - absorbanc1a de1 blanco, 

86.2068 •factor de dilución en función del blanco. 

10) Actividad er.zimátiea de alfa-amilasa en MICROENCA.PSULADOS. 

Re1ll2ar el procedimiento (9). sólo que la alfa-ami lasa pura 

se sustltuyl! por soluciones de microencapsulados (1 v 11). 

Preparar las siguientes muestras de mlcroencapsulados en clo­

ruro de so~io 0.1 M: 

111croeneapsu1ado 1 <~9/,,, 1) 

1) o. o 1 

2} 0.05 

3} 0.20 . ) o.~o 

5) 0.60 

f} o.so 
Oe la ~lsrta manera preparar muestras de los mlcroencapsulados 

¡dent;ficados como 1 l. 

En las tablas XI y XI t se mi..est:-an los resultados obtenidos 

11) Actividad enzi~átlca de los MIC~C~NCAPSULADOS en agua común 

t , ::? , 4 , S " 2 4 horas. 

De Jos rl!sultados o!:)tenido\ de la tablas XI v XII tiene 

que sota~e~te los ~icroencapsulados 1 presentan aetlvld~~ enzlm't! 

de alfa-al'lilasa, ade~á!. je c;:Je la concentrllclón óptlru de trab!_ 

jo es de o.• mg/ml. 

Olsolver 40 n; de rnicroencapsulado 1 en 100 mi de agua comGn 

(O.l. l\'lg/l"-1) y cons-lderllr los siguientes tier:ipos de permanencia de 

los ~lcroencaosula~os ~isueltcs en agua: 

1, 2, 4, S v 2~ horas. 

Llevar a cabo el eétodo {;} para ccn:;;irobar la acttvida.d e"zl­

mitlCll a diferentes hora$ y a temperatura ambiente: 
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Solucl6n 11 

Agua coman 

(ml) 

(ml) 

Hicl"oenca¡:¡sulado 1 (1111} 

B 1 aneo 

2 

7 

Los rlll!:su1tadc.s se l!!uestran en la tab-Ta ltJll. 

J2} Acthddad enzimitlca de los MICROENC.APSULAOOS 1 en condlclones 

de utilización dol!léstlca a 1. 2. 4. a y 24 horas. 

Realizar el procedimiento {11) preparando los rnicroenca~suJa­

dos f en 1, 5 y 10% en peso con respecto a un detergente no bioló­

gico. 

E:-, la :atita XIV se muestrar. los resu1tad'os obtenidos. 

JJ) Oetermina::.fón de ta constar'lte C:e ~id·ii!e-1 lis-~ci-~-:-. {Y..a:) ~rn con­

diciones de laboratorio y c!e util i;:aci6n dor.istic:a, 

a} Conéic:iones de laboratorio. 

Efe::.tuar el proc:edi~ierno (5}, la coMcentración C:e r.:lcroenca.E_ 

sul.ado 1 {D.J. r.ig/~J) se mantiene consta'?\te y se varía la concentr!_ 

clón de and1osa de 1a siguiente r.sanera: 

,A.1tf1osa t plv 

• l o. o:.::.;:; l 
b) o. 0010 

e) C.0100 

d l º· 1 000 
.¡ 1.0000 

rl 5. 0000 

Los resultados se ;:ire..se.ntan. en -las tablas TV y- l\'I .,. las grS· 

f1cas JI lf y JX. 



b) CondfcJones :'e utilíz1ci6n doméstica. 

Re•Jlz.ir el procedir:;lertto (12} Tos rrdcroencapsulados 1 se pr"!_ 

paran en u:i 10 t en peso cori respecto al detergente y las concen•­

tracl:>nes de ami losa se ¡;:rc~~ran de acuerdo at método (lJa). 

Los '"esufta:los se l"tuestra~ e:i las tablas XVIJ y XVIII las 

gr.lficas X r ti. 

J!,} -'Pter."'il"ación del pH .:!el agua corriente y de las soluciones de 

deter;e:-::e . 

. "le~iance u., potenciómetr-o real izar las sl91.dentes niedicJones_ 

¿~ pH, co:i el fir. de ver cómo varia esta propiedad en las difer-en· 

te\ condiciones impuestas: 

a) A~ua común. 

b) Agua Co'l!Ul"t con detergente .. 

Preparar sorucfones de detergente de ,acuerdo •1 proced'fmiento 

(Jl) de la siguiente manera: 

9St 

- 95% 

90~ 

Estos valores de detergente Son con respecto a la ca~tldad de 

Microenca~sala4o 1, dectr, l, 5 y 10t en peso de éste respectl-

Yb:aente. 

l:.s resulta.:fos de fas deter~inacion-es ~e pH se nnJt!St,an en la 

t .a?. I a X 1 ~. 
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1) Estandarlzacl6n del método para medir la actividad enzimática· 

de PROTEASA. 

TABlA 

Tripslna (mg/NI) A280 

'· 

0.001 o. 121 

0.002 o. 131 

0.004 o. 315 

0.006 o. 424 

o.oos 0.471 

0.010 0.507 

o. 012 o. 522 

0.014 ü. 3j'+ 

Hldról lsis •• ca.serna ;or 1. ac.c. Ión 

de trlpslna {20 minutos de Incuba­

ción a 35•c y pH 7.6). 

A280 • Absorbancia a 280 nm. 



HIDROLISIS DE CASEINA POR TRIPSINA 

A280 

.002 ·ºº" .OOE .008 
mg trípsina/ml 

GRAFICA 1 

.o>O .012 



Con los datos reportados en la tabla 1 se construyó la gráfi· 

ca 1, en ésta se puede ver cdmo a medida que aumentamos las conce~ 

tP'a~Jones de trlpslna la actividad enzl:":i~tica au~enta. hasta que 

en un morrento Cado aunc;ue se ac:".:c.,tc la co:tccn:raci6n Ce la enzi~a 

la actividad no ti~ne var!aclonies considerables. debfdo a cuela -

enzima plerc!e su eficiencia Cl"IZimática. 



2) Ac.tivlda.d eoZ11'11ática de proteasa en J'\ICROENCA?SULADOS. 

"lcroenc~psulados 1 y 11 (,.g/=IJ A 1 ·2BO '1 1 -2 Se 

o. 05 Ci. OS5 0.092 

0.10 o. 192 o. 1 =3 

º· 20 
o. 382 o. 3 53 

O.JO o. 563 0.563 

o. ~o c. 735 0.733 

TABLA 11. "edida-s t;!t: a~sorbancia en la hiCrólisis de casefna 

por los i::lcroencapsulados 1 y 11 (20 r:dnutos de in 

cuoac1ón a 3s•c y pH 7,6}. 

A
1

_
280 

• Absorbancia 2 280 de Mlcroencapsulado 1. 

A
11

_
280 

• AbsorbancJe a 280 :?e microencapsulado 11. 



Oe los datos. de la tabTa rr. se comprobó que Jos 111l.::roe11cap­

sutados 1 y 11 presentan actividad enzimática de proteasas, asr -

conio ésta es semejante para Jos dos. 

Una ve: que se !",a comprobado Que Jos ,,,.tcroe-ncatistilados 1 y-ti 

tient!'"t acrh:Id'a.! el":f~á::;:.a. se calcu16 en que cantidad est.i Ja -

ertzima (prct<:a~a) en e? los; éstos.e real izé de acuerdo a la abso!.. 

banc.ia Que presentaban las l:'luestra~ y ésta interpolándola a la -­

parte lineal de- ta i;ráfrca J. 

De ac:.:erdo a la ec1.1ae:ién (3) y a!:sorbancia de 0.192 

•...•.• (J) 
20 ~ p 

los microencapsu1ados 1 y 11 .(0.1 $9/ml) contienen una con-­

cen:-ración de prc-teasa de 0.002 mg/ml. es dec:tr, Ta proteasa se -

encue~tra en un 2t con respecto a1 rnicroeneapsu1ado. 

A::tividaó enzlmá:-ica • 4.8 ru'ª 5 /mg de proteasa. 



3} Co~portamiento de los ~ICROENCAPSUlADOS con respecto a tripslnL 

1'lfcroencapsu1ados 1 y 11 {~g/ml) 

0.05 

o. 10 

O. 2C 

0.30 

a. i.o 

o. so 

Proteasa 

o. C.01 

0.002 

o. coi. 
0.006 

::i. ('\( s 
C. O 1 D 

(Me; /rr1) ;.2SC 

o. 0'.J3 

e. 192 

e. ie J 

0.56) 

o. 7 J4 

0.520 

T.-.eL.-, 111. Hldrólisls de c2seíl"a por proteasa r!!lcroencapsu~ 

hd• (20 tolnutos de tncubacic5n a 35 •e y pH 7.6l. 
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HIOROLISlS DE CASEINA POR LOS 
MICROENCAPSULAOOS 1 Y I~ LOS 
CUALES CONTIENEN PROTEASA 

-ºº" Proteasa motml 

GRAFICA 11 

.010 



Con los resultados obtenidos en la tabla 111 y eon 1a gráf¡.., 

ca 11 se puede ver _qui! 1a p.-oteasa en los mfcroeiicapsulac!os ttene 

comportamiento dlfer-f!nte <11 1a trlpslna (gráfica 1) 1 por 1o ta!!_ 

to. la proteasa r.iicroencapsulada no es tr-lpslna 1 y además es r.iás 

acti .... a, ya qv"', a la co~ccn:.raci.5n .:le 0.1 rng/ml ~e tiene mayor lj_ 

beración de tlroslna y triptofano lo cual se ob'ioerva ror"" el au;'!'¡e!!. 

to de la absorbancia. 



li) Accivídad enzimática de los MICROE:MCAPSULAOOS en agua común 

1, 2, "·a y-24 horas. 

1. 625 

1. 587 

-- t. 625 

t. 600_ 

1. 575 -

TA9lA. IV. Actlvtdad enzimát1ca"de microencapsu~ados 1 -y 11· 

(0.1 mg/ml) a diferentes tiempos. 

so 



A diferentes tiempos en los cuales los m1croencapsulados han 

estado so1ubll Izados en agua comCn y a tel""~t"ratura a"!blent\'!', la 

actividad enzloátlc.a no tiene variaciones conslder-ables, aunqu~ -

con respe~to a la actividad que presentan en condiciones de labo-

raterlo (4.S TUCas/ll!g de proteasal, ésta ha disminuido 

66. 60%. 

la actividad enzi~átlca de 1os rnicroencapsulados r.o se ve 

afectada por e.t tiempo. sine por otro tipo de factores. 
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S) A.ctTvldad en.z.imátic.a de "tCAOENC.:.PSULADOS. en c.ondic.lones de 

utilización doméstica a 1. 2. "'·e y 24 horas. 

1 ie~pa (horas} Actividad en.?ll!l:át1ca {TUCas/mg de proteasa) 

t.625 

t. 57S 

t. 515 

t. 600 

t. 550 

TA9LA V(a}. ll de mleroe"eapsulados y ~9t ¿e detergente. 

Aet ívi c!ad ·e.nt lmática (TUCas /m.g de ptoteasa) 

t .600 

1. 6:5 

t. 600 

1. 600 

1. 550 

TlSLA ~{b). Sl de =icroencarsulad~s 

Tler.;po {horas) Actividad enz.inática {TUCas/r::g de proteasa) 

1. 65G 

1. 5¡5 

1. 60G 

1. 575 
1. ;;;;o 

1ABLA Y(c.). lOt de r.:icroenc.apsulados y 30t de detergente. 

TA5LAS V. Actividac enzimática oc r;;¡::roenc:apsuiaaos. l 'J' li 

-ro-:·1 'm9/i::atr--e.-n eo:idic.¡oncs de utitrzac.t6n. 
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En condiciones_ de ut1t lzaei6n doméstica con diferentes con- .. 

cent raciones de detergente y tiempos, la act1vidad enzini.i't ic.a no 

se ve-afectada~ y-ésta dlsl'a:inuye con respecto a h actividad que 

presentan los m1eroencapsu1ados en condiciones de laboratorio -

(i..8 TUCas/1t19 de proteasa} entre un 66-6/:. 

Por 1o tanto~ la actividad en::l~ática de 1o!. microencap'sula­

dos no se ve afe-:;tada por el detergente a diferentes con'centraci~ 

ne!'., ni por el tiempo. 
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6} Determinación de 1a constante de P1ichae1 is•Henten (K111) en con· 

diclones de laboratorto. 

CascínaCt p/v) 

o. 001 

0.010 

o. 1 00 

1 .000 

5.000 

1 o. 000 

0.013 

o. 132 

0.170 

o. 191 

o. 19• 

o. 1 ~5 

TASLA VL Cinética enzimática de microencapsulados 1 y 11 

{0.1 r:i9/ml) los c:uales contienen proteasa (20 -

Minutos de Jncubaclón a 35 •e y pH 7.6). 



º·2F 
0.15l 

! 

CINETICA ENZIMATICA DE LOS 
MICROENCAPSULADOS 1 Y 11 

1 .::v/ 
o-· 

.001 

/~1 
i 

J 
.010 .100 t.000 5.000 l0.000 

ICaselna] 'lo p/v 

GRAFICA 111 



7) Representación de lineweaver-Surk para c::a1c.ular Kr:1. 

:ase ína (t p/v )-1 -1 
Aiso 

1000 13.6986 

lCO 7.5757 
10 5.SS23 

1.0 5. 2356 

º· 2 5. 1546 

O. l 5. l2B2 

TAS l.\ V l l. F.ecfpro.cos de los \la lores de la tabla VI l .. 
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REPRESENTACION DE LINEWEAVER·BURK 
PARA CALCULAR Km 

Km • U723 X 10ª·3 

r 6.NM • a.ZZ81 X '°··11: 
,...o.•u1 

o 
ICasolna}('lo p/v)"-1 

GRAFICA IV 

1000 



En la tabla VI y Ja gráfica 1 ti se mueostra cómo la proteasa 

11lcroencapsulada sigue una cinética enzimática de acuerdo a la -

teoría de Hlchae1 is y Menten, la cual nos dfce: "a medida que se 

auN.enta la concentrac:i6n de sustrato la velocidad de la reacc.ión_ 

au,.enta proprci-:>nalmentc a este caniblo, hasta que en un momento -

dado en que se sigue aumentando la concentración de sustrato. las 

variaciones de la vf"lor:Tdad ya no sor. cons.iderables debido a que 

la enzima está saturada de sustrato y la velocidad se mantiene 

constante (velocidad t::áxima • Vmáx}".l!i 

Por lo tanto, co!'l"o !'Sta eri:.ima tiene '"S.te co~portaµofento 

puede calcular Km (constante de Hichael is.-1'1cnten) de acuerdo al 

cratar.ilento de Lineweaver-Burk (Tabla VII. gráftc.a IV). 

En condiciones de laboratorio (20 ITlinutos de incubación a -

35 •e y pH ].6) el valor de Km es: 

Km• 1.~723 x 10-3 

y ~e refi~TC .:l la .:.:i:-;t ic!ad de sustrato necesaria para saturar las 

mol~culas de enzima en un 50%, Km es especifica para cada enzima 

con su sustrato e Indita afinidad. Por lo tanto, la proteasa es 

lnespt'cfflca debido a que tiene alta actividad con una protefna_ 

que no es su sustrato y ~sto es Importante ya que Ja enzlnia enea.e, 

sulada puede hidrolizar cualquier tipo de proteína. 

58 



8) Determinación de la con.stante de 1'11chae11s-Kcntcn (K") en con• 

dlclones de ut1l1zaci6n. 

Case ina ( t p/v) '280 

0.001 o. 029 

o. 01 o o.º' 5 
0.100 0.059 

1.000 0.063 

5. ººº o. 065 

1 O. OOC: 0.065 

TABLA VIII. Cinética enzlriática de loi o.icroer:capsu1ades 1 

11 (0.1 rr.g/nd) en condlclonr'> de utilización. 
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º·º' 1 1 :::r . ,,,~--~ 
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::r // ·· I 
o.01r ( 

/ 
.010 .100 1.000 
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S) Representac16n de L1neweaver-Burk para ca1cu1ar Km. 

Casefna (t p/vl - I -1 
A1so 

1000 3~.4827 

100 22.2222 

10 16.9•91 

l. o 15. 97 30 

o. 2 15.J486 

o. 1 IS.J4H 

TABLA IX. Rectprocos de los. resultados de la tabla VI 11. 

&J 



A280 
~I 

30~ 
1 25r 

20L 
1 

15:.. 

REPRESENTACION DE UNEWEAVER-BURK 
PARA CALCULAR Km 

Km- -t0891 X 10·-3 

o 
!Caselna)('lo p/vl"-1 

GRAFICA VI 

1000 



En conrllclor¡cs de uttlii:acfón doméstica la protect5a ~icroen­

c,aosulata ram~iél'I presenta un comportamiento de acuerdo a la teo­

rfa- ~e ~tcnaeJls-Menten (Tabla VII!~ gráfica V), por to tanto? la 

cor.stantt! éc Mi:.:liael is.-,....enten se calculó de acuerdo aJ tratanden­

to de L1~~·~1~av~r-Surt {Tabla IX, gráfica V!); 

Km• 1.0891 JI. 1(<-J 

1 comparada con la ~.:'l'I en i:oodiciones de laboratorio. s.e obsef"va -

que h.tt i;ra l""linif:'la "·.briacl6n, 1a cual significa que tiene et 11fs­

~o ~a~porramlento ce~ o si~ detergente. 
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10) Estandarización del método para rnedlr la actividad de ALFA­

AHILASA. 

Al fa-ami lasa (mg/~1) A620 

0.001 0.010 

O. OGS 0.030 

o. 020 o. 070 

º·º"º e. t 30 

0.060 o. 1 Bo 
0.080 o. 2 50 

0.090 º- 260 

TABLA 'C Curva patrón. Hidrólisis de amilosa por la 

accl6n de alfa-aMllasa (15 ::ilnutos de lnc.!:!_ 

ba~16n a 37 •e y ~H 7.0). 

A620 • Absorban~ia a 620 nm. 



CURVA PATRON 
HIDROLISIS DE AMILOSA POR ALFA-AMILASA 

A620 
0.3 ¡~ ·- .. 

1 

0.25 ~ 

i 
__), 

-~----~ I! 
0.2 ~ ~ 

0.15 !"" :/. ,. ···::·.:.!·:"°·.~ _,,-/ 1· 

o .• ~ 

1

, 

o.ost · . 
o 

o .001 .oos .020 ·º'º .oso .oeo .o9o 
A1fa-amilasa mg/ml 

GRAFICA VII 



los datos de Ja tabla X :-ep·csentan ia actividad de alfa-am.L 

lasa pura en función de la absorbancla a 620 nl'3, teniendo como -­

sustrato am11osa (Gráfica VII), las variaciones de la .:;c:tividad 

son propcrctonales a las ccnccr-:tr~cro~es de e:il'l"'a, es decir, 

mayor concentración de alfa-ami lasa r-.a)·or actívidad en~it'lática. 
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11} .t..c.tlvldad eru:iAátic.a de alfa·ami1asa en KltROENCAPSULADOS l. 

M.icroeneapsulados 1 (tsig/'91) A620 

0.01 

e. :i;; 
o. 20 

o."º 
0.60 

0.80 

º~o 1 

0.05 

o.lo 
o. 1 2 

o. l s 
o. 1 s 

TABLA XI. Medidas de absorbanc.la en la hl~rólists c!e 

amtlo!ta por l:",ic.roencapsulad:os 1 (15 ;;inu­

tos de lncutiación a 37 •e y pH 7.0l. 

67 



12) .\ctivid•d enzim§tica de alfa-am11asa en HICROENCAPSULADOS 11. 

O.Ol 0.00 

0.05 0.01 

o:zo O.Ol 

0.40 O.Ol 

0.60 C.02 

o.so 0.02 

TABL1' 'XII. Hedldas de absorbanela en la hidrólisis de 

~~ilosa por mlcroencarsulados ll {1$ minu­

tos de incubación a 37 .. C y pH 7.0}. 



Con los rcsoltado5t de tas tabla!) 'XI y XI 1 se cbt 1"ne que so­

lamente los microencapsu\ados 1 presentan actividad enzimática de 

alfa .. an.llasa. 

De la gráfica Vil y par.: una cor.centraciór. de :nicroencapsul.! 

do!. Ce O.!. n;/r;-1 (T3bla XI), se tiene qut- l~tos cont iencn una co~ 

centración de alfa•a,~1\asa de 0.0377 r::ig/rol, es decir, un 9.t..2~ 

de la enzlrr.a en los .... icrccn::ar~ulados 1, siendo esta con~entra· 

cl.5n :::-n la que se tral:-aj6 en las pruebas posteriores. 

De acuerdo a la ecuación (4), 'Soe calculó la acti ... ;.;.,;: c:-:lr-!_ 

tica ?ara alfa•aTl'ilcsa a una conce~tracién de 0.0377 '!lg/1"1 conte­

nida en lo'It rr:icrocnc.a¡;isula.::!QS l en condicioT'es .!to laboratorio ya 

e'Itpeclflcadas: 

Actividad • 86 . 2068 x ET• Unidades Street·C.lose •... (li) 

enzimática en 100 l!ll de muestra 

~-et i ._. i dad 

enzimátiea 
=- 1D.34LS Unidadt.·~ Strect-Close/100 r:il de muestra. 



13) Acttvidad cn:¡rn¡tlca de 1os ~JC~OENCAPSULAOOS ten agua com~n 

a l, l~ 4, 8 y 24 horas. 

Tiempo (hoT"as} ACt ivldad enz í~át iea-

(Uitldades Street-Clo!.e/100 ml de muestra) 

3 ,4482 

).0•82 

).4~52 

J. 4 4B2 

TA!l~ ltlt. Actividad enzlnitica de microcncapsulados l 

(0.1. r.;g/ml} a difer~n.te!. tiempos. 



Analizando los resultados de 1a tabla :i.111 se tiene que, a-· 

diferentes tiel"lp05 de solubilizaclón de los microencap>:>1..;l!.dos 

agua corriente de la llave no existe varla::16n de h act ivldad e~ 

zlrnáti.:a. pero ésta disr.dnuye en un 66.66t con respecto a las e.o!!, 

die.iones de laboratorio (10.3448 Unidades Street-Clost."/100 m.IL 

afec:ta¿a por el tlcT"l¡.:O. 
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14) Actividad enzimática de 111CROENCAPSULADOS 1 en condiciones de 

de uti1i:acl6n domést1ca a 1. 2, .i.y 8 y 24 horas. 

Tiempo {t:oras} A:::tlvldad enzi:otática (++) 

3. 4•82 

3. 44 82 

3.qs2 

J. 4 4 82 

3.4482 

T.\SLA XIV{a). U. de ntcroencapsulados y 95~ de aeterg.ente. 

Ticrr.;.o (horas) A.ctivic!aC en:i~ática (++) 

3. i¡ !¡82 

3. 4 482 

3 ... 82 

2!. 3. t.liBi: 

T.e..el~ )'!V{b). 5~ de rnicroenca~sulados y 95% de éeter:;ente, 

Ti er.ipo {horas) Actividad enzl:nát ica (H) 

J.4482 

3. 44 82 

J. 4482 

3. !.!i82 

24 3. 4482 

HBlA XIV{c). IOt de microenca?sulados y 90~ de detergente. 

Tl<SLAS 1.IY. Actividad enzimática de rdcroencapsulados 1 

(0.4 mg/QI) en condiciones de ut111zaci6n. 

_Unidades Street-C1ose/100 m1 de niuestra. 
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[n eond1ctones de utl11zac10n oonéstic.a con diff're .. t~s qe<11-

pos y concentraciones de detergente {Tabla XIV). le actlvij'.H' enz~ 

mátlca no se ve afectada por el ~etergente. ya q1.:e, los lf'"l.,:rocr.c1.:: 

sulados siguen presentando la ~lsMa actividad a dife.-entes !'.criceri.~ 

traclones de detergente v tle,.,pos. adeMás. óe cue dlcha actfvlrla~ • 

es exaetar.,ente la misl"la Quf' sin el deteroe"te. 
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15) Determinación de 1a constante de t'\ic.hae11s·Menten lKm) en con­

d1c1one'5 de laboratorio. 

P.r.:. i 1o'5a {~ f\¡,,.) A62D 

o. 0001 l),f.r:l 

0.0010 o. 09 

o. o 100 o. 11 

O. l OüV e. 12 

1. 0000 o. 12 

s.oooo o. 12 

lt.SLA JV. Cinética e-.,.:lr:iátlc.a de l'licroenc.apsulados l los 

cuales c.onti~nen a1fa-am1lasa (15 minutos de -

incuha~ión a 37 ºC y ptl ·7.0), 



CINETICA ENZIMATICA DE 
MICROENCAPSULADOS 1 

:::r- -===l 
o::l /// -. l ::¡. - -
D.02 -

o ·º¿º, .0010 .0100 .1000 \.0000 5,0000 

IAmilosal " plv 
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16) ~epr~sentac1ón de llnewea"er·Surk para calcular ,;,rn. 

Am11o5a (t p/v)-1 ,.6;~ 

\0000 16.66 
1000 11.11 

10G 9. 09 

10 S.JJ 
1. o S.JJ 
0.2 8.JJ 

TA6l~ XVI. Recfprocos de los valores de 1a tabla XV. 
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REPRESENTACION DE LINEWEAVER-BURK 
PARA CALCULAR Km 

Km• 9.0349 X 10·-5 

r 8.SSO!I • l.iHl~ll 

o 
IAmilosal(" p/vl"-1 

GRAFICA IX 

10000 



la a1fa-ar-i1tasa tiicroencapsu1ada sigue la teoría de ~ichael i! 
Menten {TahJa XV, Gráfica VII 1). por lo tanto, mediante el T!léto::!o 

c!e lintweaver·Burk se puede calcular Kt" (constante de /'tlchael is· 

~entenl para Est., enzi,-a :-edia:"tte la tabla XVI y la 9ráflaa IX la 

cual en condiclones de laboratorto es: 

aoe e$ la can:idad :"tecesaria de sostrat!I (anilosai pa:-a saturar 1.1 

o.itad d~ las r1olécula.!0 de alfa-~,.,¡ lasa. siendo esta constante esp!. 

cfflca ::iara cada enzima con su su5trato e Indica afinidad. Por lo 

tanto, Ja alfa•afllllasa encapsulada tiel'le una 9ran afinidad por el 

sustrato (ami losa). 



ESTA 
SAU8 

TESIS 
DE LA 

NO DESE 
~í.\UOil!;;; 

17) Determiriación de la constante de .l'\lchael is-l"enten (i.;!"'} en cor.­

dí e iones de utlltzacióri doméstica. 

4ml 1osa (t p/v) •620 

0.0001 o.ot 
0.0010 o. 02 

o. 0100 o. 03 

o. 1 oc o e. ot. 
1. 0000 o.~· 

5. 0000 º· º' 

TABLA XVII. Cln!Et1ca cn~imát1ca de mlcroencapsulados 1 

Co.ft 1119/ml) en condiciones de utt1iz:aclón. 
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1 
0.04 r 
0.03~ / 

O.OJ // . 

0.01~ /// 
1/ 
o~~~~~~~-"'~~--'~~~~~~'--~ 

.0001 .0010 .0100 .1000 t.0000 5.0000 
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18}. Representación de lfneweaver-Burk para ca1c:ular Km. 

Ami losa (t p/v} -1 -1 4 620 

10000 100.00 

1000 50. 00 

100 JJ.3) 

10 25.00 

1. o 25.00 

o. 2 2 5. 00 

TABLA XVI 11. Recfproco'S de 1os resultados de 111 tabla XVI 1. 
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REPRESENTACION DE LINEWEAVER-BURK 
PARA CALCULAR Km 

Km • 2.3990 x io· -4 

"620·-1 
120~,~~~~~~~~~~~~~-

I 
IOOL 

J 
60 

20 

r n.e114 .. r.1cs1• x. ,o·-b 
r• O.GT10 

o 
IAmilosal('I. ptvr-1 

GRAFICA XI 

10000 



la a1fa-ar.illasa en cond1ciones de utlll:acl6n domestica taf'l-

blén comporta según la teorfa de 1'1íchael 1s-11entf'n (Tabla XVII, 

Gráfica X)• por lo tanto, Km se calculó de acuerdo al tratamiento 

de Linewea,¡er•aurk (Tabla XVIII, Gráfica XI}, el valor obtenido en 

este tratamiento es: 

Km • 2.3990 x 10-1¡ 

y come>arada con la '°'"' l"n condiciones df' laboratorio, r-s a;>r,1:o:il"'iH~!_ 

mente 10 veces mavor, f"Sto significa que en condiciones de labora­

torio la en:lma presenta mayor aflnldad que en condiciones de ut t­

ltzaclón, sin embargo, en éstas condlclones la enzima encapsulada_ 

tiene una actividad y afinidad enzimáticas aceptables. 

8) 



19) DeterM1naclón de pH del agua corriente y de 1as soluciones de 

detergente. 

Solución {100 ~1) 

Agua cornún 

Oc:e'"gente 90% 

Oe te rgente 95% 

Detergente 99~ 

pH 

7,60 

9. 72 

10. l' 

1 o. 62 

TABLA XIX. Valores de pH para.agua común 

y soluciones de detergente. 



fn la tabla XIX se ~uestran los resultados de pH en las dlfe· 

rentes soluciones en las que ft.reron probadas las actividades enzi­

mátfcas tanto para alfa-amllasa. como par-a or-otcasa contenidas 

los mlcrof'nCap5ula.;:los. Estas soluciones tienen una variación oue -

va de un pH neutro a un pH básico, es decir-, el pH var-fa consider! 

blernenre, por lo tanto, esta propiedad tampoco es considerada como 

un f~Ctor que altert" la a:::i .. dda.-:! i;;n:;mática de los r:'licroencapsul!!._ 

dos y las pequeñas difer-encfas o!->sr,.varlas en las ~et ividades Ce -­

protcasa y alfa·amllasa se oueden 11eber a la presencia de ciertos 

Iones tales como c1·, Mg 2
+ principalmente Ca 2•. 

85 



V 1 1 
e o N e L u s r o N E s 



1) Los micr-ocncaps.ulados estud1ados. tienen actividad de proteasa y 

alfa-ami\as.a. 

2) La ac:t ivldad enzfmátic:a en condfcI~nes de-labofator{o e·s efeva­

da, 

3) Eo c:ondiclones de ut11 lzac:fón y_ comparando con las c:ondfciottes_ 

de laboratodo, la actividad enzimática dlsn'1nuye conservando -

un 33:t'.. 

4) la dJsminución 'CSe la actividad se exp1ica por 1a disr.iinuc:í6n de 

la afinidad de ta enzlin~ por el. sustrato, debido a cambios con­

formacionales provocados por cfertos Iones del agua. 

S) tas pro1easas mt-c.roencttpsuladas son inespecíítc21s, é-sto hace 

que sean muy Gtlles en et proceso de lavado. 
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