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OBJETIV O

El objetivo de éste trabajo es analizar el uso de las
enzimas en los detergentes, un aspectc interesante y
novedosoc de la enzimologia, ya que los detergentes se han
venido reformando ampliamente en sus formulaciones, a la
vez que se han introducido nuevas enzimas para mejorar el
lavado en todos sus aspectos, con 1a consacuente reduccidn
en el tiempo para desmanchar, lo que implica menor trabajo
mecAnico, menor costo y mayor eficiencia en general.



I. INTRODVCCION

Muchas de las aplicaciones tndustriales, medicas y

analiticas de las enzimas Se conocen desde hace més de

diez afios. periodo en el que la tecnologia enzimstica ha
avanzado considerablemente,

Este avance ha sido estimulado en parte por
perfeccionamiento y ol

la
necestidad tecnolégica de
descubrimiento de nueves conocimientos sobre aspectos de
seguridad de los productos quimicos y sus procesos, dando
come resultado mejores preparaciones comerciales y un

incrementc en su comercializacion C1).
En la actualidad se calcula que tan sclo en Estados

Unidos se producen arriba de 10 millones de libras de
enzimas que soh uUtilizadas en polvos de lavado (20,

En la tabla 1 se muestra la distribucidn de las
ventas de enzimas en las aplicaciones industriales mhs
importantes.

las

TABLA 1. Ventas de enzimas distributdas on

diferentes fndustrias.
Detergentes %
Almidan . 0%
Fruta. Vino 10%
Lecheria o3
Destileria 8% :
Mol ienda, Panaderia -y
Cer veceria 4%
Otras X
(& §]



En esta tabla se puede observar que existen dos usos
principales de las enzimas, el primerc es on la hidrdlisis
de almidon con isomerizacion de glucosa y el segundo en la
ingdustria de los detergentes.

En la tabla 2 se presenta una estimacion global de
las wventas de diferentes tipos de enzimas.

TABLA 2. Ventas de enzimas en Estados Unidos.

Tipos de enzimas %
Proteasa de Bacillus ]
Ami loglucosidasa 14
Gl ucosa isomerasa 14
Amilasa de Bacillus 10
Pectinasa 10
Renina microblana 7 3
Amilasa fangica ) Py
Proteasa rangica 4
Otras 4
€12

Las proteasas constituyen un tipo de enzimas msuy
importante desde el punto de vista industrial.

La proteasa de Bacillus esta considerada comc la mis
importante. Aunque sonh fabricadas numercsas clases “de
proteasas de Bacillus, la Subtilisina Carlsberg es todavia
la enzima predominante. Esta e=s producida por Bacillus
ticheniformis, y es utilizada casi exclusivamsnte como
aditive en detergentes (1D.

A lo largo de la historia, los detergentes han sido
ut.iuzndc;s. tanto en la industria, como a nivel dom#stico

y comercial.



A traves del tiempo hanh surgido nuevas presentaciones
de detergentes e innovaciones en sus formulaciones.

Para wmejorar su eficiencia en el tratamiento de
manchas de origen bioquimice., o con elevade contenide
proteéico, se han introducido, ya desde hace varios affos

enzimas en sus formsulaciones.



II. GENERALIDADES

Detergencia y detergentes.

La detergencia es definida como la capacidad para
limpiar, éste término comprende, por lo general, limpiar
las superficies de un objeto s6lido por medio de un bafo
liquido,

Este efecto de limpieza intensificado por un baMo
liquido es causado principalmente por un agente especial:
el detergente. Este actua alterando los efectos
interfasales en los diverseos limites de fase del sistema,

Un sistema tipico de detergencia consta de los

elementos siguientes: 1) un objeto sé¢lido que hay que

limpiar 1llamado el "sustrato'. 2) "suciedad" unida al
sustrato, que se ha de eiiminar en el lavado. 3 un
"bafc"” liquido que se aplica al sustrato sucioc (32,

El término detergente se emplea para designar agentes
limpiadores o composiciocnes limpladoras que manifiestan su

actividad en solucion. Un detergente es un producto

formulade y a menudo compuesto que contiene ademis de un
surfactante, materiales tales como: agentes controladores
de espuma, suspendedores de manchas o© agentes de
antirredeposicién. agentes de anticorrosidén. blanqueadores
quimicos, blanqueadores ©opticos o agentes azuladores,
suavizantes, agentes antibacterianos, enzimas, perfumes Yy
otros (43,

Un detergente, es la sustancia que deterge. o sea gque

limpia un objeto sin producir abrasién ni corrosidén (3.



Enzimas detergentes.

La historia de los detergentes enzimiticos data de
1013, cuando el quimico alemin Ottoc R&hm, obtuvo una
patente para un producto de pre-remcjo, el cual contenia

ehZimas provenientes de gléndulas pancredticas animales

3.

El producteo se llamd “Burnus*. Este producto
consistia principalmente de carbonato de sodio al que se
adiciond un extracto crudo de pancreas Cpancreatinad. El

contenido de enzima era muy bajo y ademis, la enzrima no

fue muy activa en valores de pH elevados proporci{cnados
por la sosa presente ¢35,

Affos mAs tarde, durante la Segunda Guerra Mundial,
los agentes de lavado enzimsticos alcanzaron importancia a
causa de la severa carestia de grasas y anep. En Suiza el
interés cientifico durante 1los affos <cuarentas fue
aumentando gracias a los reportes que aseguraban que las
ehzimas podrian ser usadas para reducir el cohsumo de
Jabén. En los affios cuarenta se produjo una gran demanda
de glandulas pancrehticas pPara su uso en productos de

lavanderia.
La inestabilidad relativa de enzimas pancrefticas en

presencia de ingredientes de lavade condujo a los
cientificos a concluir que una enzima derivada de una
fermentacién bacteriana podria ofrecer ventajas scbre la

tripsina pancreatica (@&,
Un huevo desarrollo comenzd en 19%9 cuando el primer

detergente que contenia un proteinasa bacteriana “Bio-40"

fue lanzado por la Swiss Company GebrUder Schnyder (T,
Esta enzima era una proteasa bacteriansa neutra que

representd un perfeccionamiento scbre las tripsinas, pero
que atGn no tenia estabilidad en el rango de pH de 8 a 10

o,



Sin embargo., el verdadero gran descubrimiento vino
algunos afios mis tarde cuando la proteinasa alcalina.
liamada comerclialmente Alcalasa. fue desarrollada por Nove
Industri en Dinamarca ¢53.

Esta fue la primera enzima proteolitica alcalina
estable proveniente del microorgant smo Bacillus
licheniformis, un microorgani smo comun del suelo.
relacionado morfolégicamente comn Bacillus subttlis (@),

La Alcalasa fue i{ncorporada dentro de “B1o0-40" y poco
tiempo después dentro de “Bio-Tex" fabricado per la Duteh
firm Kortman & Schulte en colaboracién con  Gebrider
Schnyder (5).

Las enzimas delergentes mejorarcn progrestivamente en
Europa durante todo el rinal de los alos sesentas. Desde
un punto de vista tecnolégico, las enzimas fuercn para
los aMos sesentas lo que fuercn lo abrillantadores ¢pticos
para los aNos cincuentas en la industria del lavado en
Eurocpa <6,

La siguiente figura representa el mejoramiento
progresivao de las enzimas detergentes en Europa durante

finales de los sesentas y principios de los setentas.

e o]

0

R RS

- gumo = EUA

Fig.1 Desarrollo del mercado de Detergentes
enzimaticos de servicico pesado en Estades

Unidos y en Europa como % del mercado total.
[4>)



Una contrariedad temporal ocurrié en los inicios de
los setentas cuando se desarrollaron alergias en los
trabajadores de la industria de detergentes, perc tales
problemas se superaroh por la introduccidn de
preparaciones enzimiticas libres de polvo (3,

Después de mis de veinte aNos el original
descubrimientc de la Alcalasa y s3us homdlogos, este
producte continda gozande de una amplfia aceptacion por
todo el mundo y sirve como referencia en la investigacion
evaluacién de nuevas enzimas detergentes para tLratar
relacionadas con proteinas (8. Hoy los

b 4
manchas
detergentes enzimiticos tienen gran importancia comercial

Yy alcanzan de 3 a 80% de mercado en palses

industrializades (%,

Para perfeccicnar la efilclencia de lavadoe han sido
alisladas nuevas proteasas provenientes de un especie de
Bacillus alcalofilico. Esta bacteria e3 capaz de crecer a
pH entre 10 y 12 Las enzimas son superiores en
aplicabliidad a la proteasa de Bactllus lichentformis en
muchas formulaciones de detergentes. especialmente cuando
el agente tradicional, tripolifosfato de sodio, oS
sustituido por otros agentes tales como el citrato C1).

Muchas enzimas para detergentss comerciales son

proteasas alcalinas bacterianas del tipo de serina
Cllamadas asi porque contisnen un residuo de serina en su
sitio activod) y son producidas por la bacteria Bacillus
subtilis o Bactllus lichentformis C70.

Para la eliminacién de manchas consistentes en

almidén ha sido ya demostrada 1la contribucién de a-

amilasa bacteriana en la detergencia de los detergentes de
lavanderia C8D.
Actualmente las enzimas amiloliticas estadn ya en uso

en porcentaje relativamente bajo del mercado de

detergentes (9).



Las proteasas y la a-amilasa se mezclan generalmsente
con la base seca del detergente. Por lo general se
Agregan al detergente seco en el CGlLimo paso antes del
empaquetado C7D.

El uso de lipasas en detergentes tiene grandes
posibllidades. Sin embargo., las lipasas més conocldas son
demasiado inestables en formulaciones de detergentes y

Jabonaduras €8).



IIl. PETERGENTES

III.1 Definicidén.
El termino detergente se emplea para designar agentes
limpiadores ¢ composiciones limpiadoras que manifiestan su
Esta definicidn comprende un campo
comprendido por la definicidn que

actividad en solucidn.

mpnos amplio que el
dice: ‘“detergente es cualquier cosa que limpia“” pero

abarca un campo mas extenso que el de los jabones y e] de
las sustancias sintéticas que obran par su actividad de
superficie. Estas se llaman agentes de superficie activa,
agentes tensoactivos o surfactantes.

El término detergencia comprende, por
unﬂu las superficies de un cbjeto sélido por medio de
un bafio liquido causado principalmente por el detergente.

El sustrato, que es un objeto sélido que hay que
limpiar, puede variar casi sin limitacidén en lo que
respecta a la configuracién. Puede zer liso y plano, como
un vidrio o un muroc, © presentar una superficie muy
compleja como un tejlido,

El téermino detergencia es empleado para indicar el
poder o efacto limpiador, segun se refiera al detergente o
al sustrato. Asi, con la expresidén detergencia del
laurilsulfato sé&dico sobre el algodsn se dencta el efecto
limpiador que tiene la solucidn del laurilsulfato sédico

lo general.

sobre el algodén sucio C3D.
Los detergentes pueden contener come componente

principal jJjabdn. sustancias tensocactivas sintéticas y- o
preparados enzimiticos Cestos degradan quimicamente las
grasas almidones y proteinas). El jabSn que antes era el
dnico detergente empleado, forma con los agentes de dureza
del agua. Jjabdén calcarec inscluble que se deposita sobre
las fibras y provoca un consumo innecesario del producto.

10



Por ésta razén. los detergentes de base jabonoza contienen

con frecuencla secuestrantes (p.ej. carbonato sédice o

fosfatos), blanqueadores quimicos C(p.ej. perborato sédicod
y otros aditivos. Los' detergentes sintéticos contiensn
aparte de sustancias tensoacti vas C que forman
aproximadamente del 30 al B0% del total en los detergentes
para ropa comdn), polifosfatos que aumentan la eficacia
del lavacdo C en los detergentes para lencerf{a fina hasta
un 20%. en los detergentes para ropa comdn de 10 a 40%.
ésteres de celulosa (Tylosed. que acrecentan el poder de
silicatos solubles
bl anqueadores

antirredeposicién del baNo de lavado.
Cen los detergentes para ropa comdnd,
quimices, blanqueadores dpticos, sulfate sdadice que
facilita la disoluciédn del detergente, y en casc necesario

otros aditives C4).

IIT.2 Clasificacion,

Los detergentes pueden clasificarse segun:

- su composicién quimica: Jabonosos, sinteticos,
alcalinos, etc.

- su estado fisico: liquido. polvo, barras, pastas y
otras formas no liquidas.

- su aplicacidén.

La forma mis practica y usada de clasificacidén- se

basa en el sustratoc o© en el sistema suciedad-sustrato

para cuya limpieza es preparade el detergente. Segtn éste
criterio, se distinguen detergentes para limpiar productos
textiles y materias fibrosas; detergentes para limpiar
superficies duras., como metales. cobjetos de ceramica,
plasticos, etc.; detergentes para la piel y pelo humancs,
o sea, detergentes cosméticos; detergentes para el lavado

doméstico; detergentes sanftarios.

11



La inmensa mayor{a de los detergentes pertenecen al
grupo de las sustancias tenscactivas. de las cualec los
Jabones son los representantes mias antiguos y mas
cohocidos,

Estos’ agentes, se caracterizan tecnoldédgicamente por
la capacidad de sys soluciones para producir humectacidn,
dispersidn. penetracidén, emulsificacién y detergencia, y
en determinadas condiciones para solubllizar Sustanclas
normal mente insolubles.

Los componentes basicos de los detergentes son

compuestos orgdnicos con propi edades tenscactt vas en

seluciédn acussa C3D.
Los compuestos tenscactivos mas empleados en la

rabricacién de detergentes son los sul fonates de

alkilbenceno de sodio CABSD., los sulfonates de
alkiltolueno CATS) y sus mezclas, cuyas - estructuras
quimicas ramificadas son muy estables y no se degradan o

lo hacen muy lentamente (1151,

Dotergentes sintéticos.

Los agentes tensocactivos o detergentes sintéticos que
han venido a sustituir con ventaja en muchas aplicaciocnes
al Jjabdn, acttan de la misma forma que éste, ya que el
Jabén no puede ser empleado en medio &cido, ni en aguas
demasiado duras. es decir, muy cargadas de sales de calcic
que. al formar Jjabones insolubles, no dan

y de magnesio,
calcio y magnesico han sido

espuma hasta que todo el
precipitados,

Quimicamente estos detergentes se pueden dividir en 3
grupcs:

Los anidnicos, en los cuales la parte de 1a molécula
cargada negativamente es la detergente, es decir. que
ionizan con la propiedad del detergente residente en

iz



los antcnes, El jabén., por ejempio. @S un detergente

anidnice, como lo son los ésleres sulfdricos ¥y los acidos

alkil aromaticos sulfuricos.

{ Csz Has OSOw 17Na®
sulfato laurilico de sodio.

{ Co Hip COO }™Na”
Jabon

o los cuales la parte detergente es
que ionizan con

Los cationicos.
la que lleva la carga positiva., es decir,
la propiedad del detergente que reside en el cation,
los compuestios de amonio cuaternario y

camc

las sales de amina.
otiras bases nitrogenadas.

Los detergentes caticnicos son mis germicidas que los

detergentes aniénicos.

[@H - Cic Hes ] a

clorurco de celilpiridinia,

Los mo ténicos. es decir, que no ionizan. Son leos
cbtentdos ssterificando

maAs modernos . como los
condensacién de la

parcialmente las productos de

glicerina C1163,
La molécula de la mayoria de los agentes tenscactivos

es altamente asimétrica en sus propledades de solubllidad
¥ en su valencia residual o su polaridad. Una porcidn de
molécula consta por lo general de un reste hidrocarbonade
relativamente grande, de npaturaleza alifatica ©
alkilaromatica; esto es lo que se llama gensralmente el
grupe hidrofobo € u oledfilad. Otra porcidn de 1l
molécula es soluble en el agua y posee una polaridad
relativamente grande; este es el grupo hidréfile o

13



solubtlizador., Por lo general tiene una estructura
ionogéniza. perc en algunos casos puede ser no ionogénica.
Son grupos solubilizadores tipicos los siguientes: =-COOH,
-SOsH, -0SOsH, -NR3Y, ~{CaHeOn.

La estructura mas sencilla, y una de las que se
encuentran con mis frecuehcia de un agente Lenscactivo
consiste en una molécula lineal. uUno de cuyocs extremcs es
una cadena recta de un hidrocarburo alifético saturado,
con unos 18 stomos de carbonoc. ¥y el otro extremoc es un
grupo solubilizader. Son ejemplos de éstas estructuras el
palmitato de sodio y el Acido 1-hexadecanosulfénico (3D,

I11.3 Constituyentes de los detergentes.

Los detergentes 3¢ formulan para que actGen en las
condicicnes del lavado y para que llenen las exigencias
del sustrato por lavarse. Algunos detergentes, por
ejemplo, el jabdén de tocador. estan formados por un solo
componente.

Las numerosas sustancias que se usan en las formulas
de los detergentes pueden dividirse en los siguientes
grupos:

1.~ surfactantes, grupo que comprende los Jjabones
y sustancias sintéticas de superficie activa.

2. - sales, scidos y bases inorganicas. estos
componentes se l1laman coadyuvantes si contribuyen
significativamente a la obtencién de la detergencia des la

nezcla. Si no contribuyen, se llaman “diluyentes” o

“rellenos*”.
3. - reforzadores orgihnicos, vigorizadores ¢ aditives

que aumentan la detergencia. el poder espumante. el poder
exulsivo o el efecto dispersor de la composicidn sobre las

particulas de suciedad.
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4.~ aditivos para fines especiales. como sustancilas de

blanqueo, sustancias que dan brillo, bactericidas.
emolientes. sustancias que modifican o mejoran la forma

fisica o la estabilidad del detergente. etc.C3.

1. Surfactantes.

Surfactanie es la palabra utilizada para describir
toda clase de agentes de superficie activa incluyendo
agentes emulsificantes y detergentes.
activos de un

agentes de remojo.

Estos son los componentes basicos o
detergente formuladeo ¥y funciocnan mediante la disminucidén

de la tensicon superficial e interfasal. haciendo asi més
Tacil el remcjo.

Han sido también asignadas otras funcicnes al
componente activo, tales comc el Aincremento de ios
potenciales z hegativws de la suciedad ¥y los tejidos,
convirtiende la superficie sucia de caracter hidrofébico a
caracter hidrofilico, y el remover y dispersar la grasa a
gotitas estabilizadas y suspendidas para prevenir la
redeposicién de la suciedad C8&8,980).

Los agentes tenscactivos o© agentes de actividad
Superficial en solucidén acuosa diluida mojan facilmsente
las superficies, eliminan la suciedad, penetran en
los materiales porcsos, dispersan las particulas soélidas.
emulsifican aceites y grasas y producen espuma al
ser agitadas o sacudidas.

Debido a las propiedades de sSus scluciches. los
agentes tensocactivos se describen también como humectantes
detergentes, p.no!.rnni.os. dispersantes. emulsivos, etc.

Tales propliedades se hallan relacicnadas entre 1, ¥y
no se conoce ningdn agente tenscactivo que posea una de
ellas con exclusion de todas las demas. En casi todos los
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agentes tenscactivos predomina una propliedad Sobre Jlas
otras, y esa propiedad determina la calificacién del
compuesto y su campo de aplicacion,

Sustancias con esas propledades Ltensocactivas son:

(2% jabon y los aceiles sulfonados. Algunas
sustancias naturales tienen accién similar; por ejemplo:
las saponinas, de origen vegetal. y la bentonita.

Los Lipos de surfactantes mas usados como
ingredientes limpiadores primarios en las preparaciones de
detergentes son: 1) jabones de acidos grasos. de aAcidos de
la colofonia y del aceite de pino {aceitle de resinad; 2
alkilarenosul fonatos; 3> sulfatos alkilicos. entre los
que hay surfactantes hidréfobos de cadena recta y tamblien
los grupes con sulfato primario y sulfato secundario; 40
sulfatoes y sulfonatos que tienen un enlace entre los
grupos hidréfobo e hidréfilo come los metilaruros acilados
de acidos grasos y los monoglicérides grasos sulfatados;
S ésteres 4acidos de cadena larga derivadas del
polietilenglicol; 6) éteres de glicoles polietilénicos Yy
alkilfencles; 70 éteres de glicoles polietilénicos y
alccholes © mercaptanos de cadena larga; 6) dietanclamidas
de 4Acidos grasos; G0 surfactantes del tipo pluronic.
Todos estos tipos pertenecen a la serie no idnica o
anidnica. Los surfactantes catidnicos se usan
frecuentemente en la preparacidén de detergentes, pero no
pueden considerarse como los ingredientes limpiadores

principales, Se incorporan en el detergente <on fines
especiales; por ejemplo para uso sanitario o para suavizar
telas 3.

En la tabla 3 se da una lista seleccionada de agentes
comerciales de actividad superficial. Debe insistirse en
que la ultima columna de la tabla es selectiva, es decir,
un agente dade tiene, frecuentemente, mis usos de los que

se especifican en la tabla.
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TABLA 3. Agentes tenscacti{vos comerciales

_ Nombre comercial Nombre quimico o férmula Clase Usos
ppales.
Avitex SF Cetilsulfato de sodio A Abl
Brij 3S Eter laurilico de polie-
tilenglicol N E. H
BTC 100 Clorurc de alkilbencil
dimetilamonio < (<]
Diglicol, Monocestearato de dieti-
estearato lenglicol N E
Duponol Wwa Sulfato de laurilo y A Det ,H
sodio
Ethofats Esteres polietilénicos N E. H
de dcidos grasos o aci -
dos de colofonia.
Igepon T N- metil-n-oleiltaurato A Det, H
de sodio
Intramina RCONHC CH2) 20S08Na A H, E
CRCOOH=&cido laurico co-
merciald,
Myrj 45 Estearato de polietilen- N E
glicol
Nacconol NR Dodecil bencenosulfonato A Det, H
de sodio -
Ninol i&8i Alcanclamidas de &cidos N Det.,
grasos
Pluronics Preoducto de condensacién N Det . E,
del oxido de etilenc con Dis
polipropilenglicol
N E

Span 40

Moncpalmitato de sorbitan
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TABLA 3. Agentes tenscactivos comerciales

Nombre comercial Mombre quimico o férmula Clase Usos
Ppales.
Sterox CD Esteres polietilenglicoli- N Det

cos de los Acidos grasos

de}! aceite de pino

Ultrawet SK Alquilbencenosulfonato de A Det
sodio
Tween 20 Monolaurato de trisCpolioxi- N E, H
atilencisorbitan
Tween 80 Monooleato de trisCpolioxd - N E. H
etilenclsorbitan
Clase: Usos principales: 3.
A, anidénico Abl, agente ablandador
C, catidnico Det, detergente
N, no idnico Dis, agente dispersante

E, emulsivo
G, germicida
H, agente humectante
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2. Sales, bases y Acldos inorganicos.

La cantidad total de sales inorganicas y 4lcalils
utilizados en la fabricaci6n de detergentes es mucho sayor
que la de los surfactantes organicos.

Los ingredientes alcalinos son indispensables en
muchos de los detergentex que se emplean en el lavade de
sustratos fibrosos y de superficie dura. Los A&cidos se
aplican en clertas operaciones especiales para limpiar
superficies duras; por ejemplo; en el decapado de los
metales. en la limpieza de vagones de ferrocarril y para
limpiar el equipo de lecheria en que se acumulan costras
lacteas.

Los componentes inorganicos mis importantes de los
detergentes pueden agruparse en seis categorias:

10 aAlcalis 4) sales neutras sclubles
20 fosfatos 3> scidos
3D silicates 8> coadyuvantes inorganicos

insclubles.

alcalis.- El hidréxido de sodio se usa mucho en el
lavado mecpnico de las botellas. en el lavado del vidrio y
limpieza de metales. El carbonato sddico en su forma
anhidra o hidratada, se emplea como coadyuvante o rellenc
con Jjabones , surfactantes sintéticos y sustancias
inorgsnicas en la fabricacién de limpiadores para

superficies duras y para telas. El bicarbonatc sddice €

NaHCOs>., e)] sesquicarbonato sédico C(NaHCOs. NazCO®d y el
beoratc sd&dico C béraxd sustituysh al carbohato sdédico
anhidro cuando se desea que la preparacidédn tenga pH bajo.

Las sales de potasio, anilogas & la mencicnadas, se

incluyen algunas veces en férmulas de alta solubilidad.
Los 4lcalis no Secuestran los icnes de petales

pesados y sSu efecto suspensor. si lo tienen. scbre la
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mayoria de los s6lidos de sucledad es myuy escaso.
Mantienen elevado el pH y producen buen efecto 1impiador
en la superficie de la mayoria de los cbjetos de ceramica

y de vidrio,

fosfatos. - El pirofosfato tetrasédico (Na«P207) es
uno de los coadyuvantes y detergentes primarios mas
importantes para Jlimplar tlelas y objetos de superficle
dura. Posee gran actividad de secuestracidn, suspension y
limpieza.

El trifosfato sédico (tripolifosfato sddico,
NasPsO1od es el coadyuvante mis usado en la preparacién de
detergentes basados en surfactantes sintéticos y que se
destinan a servicio pesado en limpieza de telas. Su
actividad de suspensidén y secuestramiento es algo mayor
que la del! pirofcsfato tetraséddico y su pH es un poco mas
bajo. AdemaAs, por su excelente accidn secuesiradora se
usa mucho en los detergentes para lavar platos.

Los fosfatos de potasio, particularmente el
pirofosfato tetrapotasico, son considerablemente mas
solubles que los fosfates analogos del sodio. Se usan

como coadyuvantes en los detergentes liquidos.

silicatos. - Son de gran utilidad en las
preparacicnes basadas en detergentes distintos del jabén.
En las muchas formas en que se fabrican los silicatos
séddicos, la especificacién mas importante es la relacion
S10z2/Naz0 en el producto. Segun el valor de esa relacidn,
los =silicatos de sodio, comerciales se llaman orto, meta y
sesquisilicatos. El m&s alcalino es el ortosilicato; su
férmula es NaeSiOe cuya relacidn SiO2/Naz0 es de 0.5, El
metasilicato, NazSiOs, cuya relacién SiOz/Naz0O es igual a
la unidad, y el sesquilsilicato. cuya relacién de Sxidos
de silicic y de sodioc es intermedioc entre la del meta y la
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del ortosilicato, son menos alcalinos, aunque su pH es
considerablemente mayor que el del carbono sé&dico anhidro.

sales neutras solubles. - El sulfato de sodioc actua
como excelente diluyente Yy como compuesto de
normalizacioén. reduce la concentracién micelar cri{tica de
los surfactantes organicos y, en consecuencia, disminuye
la concentracién necesari{ia para efectuar un buen lavado.
Este efecto es contrarrestado por e aumento del nuevo
' depdsito de la suciedad, de manera que e! resultado neto
de la adicién de sulfato de sodio al surfactante no es
siempre favorable. El clorurc de sodio es un coadyuvante,
aumenta la detergencia en los detergentes basados en
surfactantes no i{dnicos o anidnicos que se usan para .

desengrasar la lana.

Acidos. ~ Se agregan acidos a los detergentes con el
fin de disclver o aflojar por accidn quimica la sucliedad,
que de otra manera serfa muy dificil desprender, El dcido
fosférico y el &cido clorhirico se usan para lavar equipos
de lecheria. El Acido sulfurico =irve para el decapado
de los metales.

Los &cidos son usados también para controlar el pH de
detergentes que deben tener pH notablemente mencr de 7.
Con este rin se emplean 4cidos organicos, como el acético

¥y el citrico.

Coadyuvantes inorg&nicos insolubles. -

Las arcillas, como el colin y las bentonitas, se usan
como ingredientes de preparaciocnes para lavado y otras que
llevan agentes de superficie activa. En c¢ondiciones
favorables, por ejemplo, con agua blanda, que contiene
pocos soélidos disueltos, las suspensiones de arcilla
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tienen marcado efecto detersivo en las telas ordinarias.
La bentonita es ccadyuvante del Jabén y de los
detergentes sintéticocs en composiciones para lavado. Es
un excelente emulsificader y suspensor. La bentonita
sddica ablanda alge en el agua., porque adscrbe los iones
de calcio y se emplesa mucho para este fin, en Europa y en
¢l Oriente. Ya que existe gran dificultad para obtener la
bentonita completamente 1libre de arenilla. se han
introducido on el mercade silicatos coloidales sintéticos
de magnesioc y aluminio que no contienen arenilla, que al
igual que la bentenita tienen poder enulsiochante y de
formacién de geles. Las arcillas adsorben los detergentes
liquidos no i{énicos, des manera que pueden emplearse en la
fabricacidén de detergentes en plovo para su usoc doméstico.

3 y 4. Coadyuvantes orghnicos y aditives especiales.

Alguncs aditivos orgénicos que no poseen actividad de
superficie aumentan 1la detergencia y otras buenas
propl edades de las preparaciones limpiadoras.
Generalmente, las férmulas solo tisnen paqueMas cantidades
de estos aditivos, que sen incorporades para llehar una ©
mis de las siguientes funciones especificas:

12Disminuir el redepésito de la suciedad sobre el
sustrato cuando ¢ste se encuentra en el bafic detergente.

2)Secyestrar jiones de metales pesacdos en el detergente
concentrado y en el bhatto 1impiador dilutdo.

3DAumentar el poder espumante y la estabilidad de la

espuma.
4> Aumentar el poder limpiador o el aspecto éptico de

limpleza.
D Aumentar la solubilidad o modificar la forma fisica

del detergente.



82Inhibir los efectos nocivos que el detergente pueda
tener sobre el sustrato.

Se utilizan coloides hidréfilos como carboximetil
celulosa, metilcelulosa, der{vados del almidén, alcohol
polivingilico, la polivinilpirrolidona y proteinas solubles
®Nn agua con la propiledad de evitar el redepdsito.

Entre los agentes secuestradcores de metales pesados,
las sustancias nas empleadas on las rérmul as de
detergentes scn el scido etilenodiaminotetraaceéetico (EDTA
Yy sus sales.

Normal mente los for madores de espuma y los
estabjlizadores de espuma se encuentran a veces en los
surfactantes como subproductos o impurezas, pero
frecuentemente se agregan en forma controlada para obtener
los efectos deseados. Si en la sulfatacion del alcohel
laurfilico se emplea excesc de sulfatante, el producto da
una espuma de muy poca estabilidad y que la adicidn de
alcohol laurilice libre al compuesto restaura el poder
espumante, El alcohol laurilico libre aumenta el poder
espumante del laurilsulfate, y los productos que Se
encuentran en e! comercio con altos grados de poder
espumante contiene alcohol laurilico, habitualmente 10%
del laurilsulfato contenidoc en el producto.

Las monoetanol ami das de 4&cidos grasos sSe usan
comercialmente como reforzadores de eSpuma para los
alkilsulfatos grasos. En la practica, se utilizan- las
moncetahoclamidas del 4&cido léurice de los 4scidos del
aceite de coco, pues son mas potentes que los compuestos
elevados de la serie,

Los aditivos solubilizantes empleados on la
de detergentes liquidos concentrados caen
En una clase se

preparacidén
dentro de varias categorias quimicas.
encuentran los disoclventes organicos, como los alcoholes
inferiores, los glicoles y los éteres glicdlicos. La



segunda clase incluye los surfactantes de alta
solubllidad. Frecuentemente estas sustancias aumentan la
solubilidad de los surfactantes menos sclubles y de otros
componentes del detergente. La tercera clase comprende la
urea y la dicianodiamida.

Frecuentemente es= posible aumentar el poder 1impiador
de los delergentes si se incluyen en la férmula dos o més
surfactantes en vez de unoc solo; este efectc se llama

stnergismo. Los aditivos organicos no Surfactantes mas
usados para aumentar el poder limplador de los detergentes
son varies di{solventes comunes, ceme  hidrocarburos
alifaticos y aromidticos, discl ventes clorados y
oxigenados, e han usade en combinacién con los
surfactantes para elaborar productos que tienen

aplicaciones especiales en la limpieza.

En la formulacidn de los detergentes modernos para
lavar ropa. es costumbre incluir en el preparado un agente
de blanquec &ptico o abrillantador.

Estas sustancias son colorantes que nho absorben o© no
reflejah normalmente la luz de la regién visible del
espectro. No obstante, cuando la tela, en la que se ha
depositado un colorante de esta clase se expone a la luz
solar, fluoresce en la regién azul-violeta y da un aspecto
de mayor blancura.

Cuando es posible, se agregan al detergente
inhibidores de la corrosién y del smpaNamiento con el‘ fin
de proteger los objetos que se lavan y el equipo de
lavado. El silicato de sodic es inclufdo en la mayoria de
los detergentes de uso doméstico para evitar la corrosién
de las partes de la méquina lavadora (3.08,80).
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I111.4 Formas fisicas de los detergentes.

Por 1o general, 1los detergentes se aplican al
sustrato sucico en 1la forma fisica de una solucidn
relativamente diluida. Sin embargo, los detergentes se
fabrican ¥ se venden en gran variedad de formas fisicas en
relacién con usos especiales y con problemas especificos
de produceidn y foraulacidn.

En muchos casos, se incluye un ingrediente en la
férmula del detergente con @l Gnhico fin de modificar o de
controlar la forma fisica. Segadn la forma, la mayoria de
los detergentes pertenecen a unc de los siguientes grupos:
polvos, barras o pastillas. pastas y otras frormas no
liquidas y liquidos o soluciones.

polvos.
La cantidad de detergentes en polvo &S mayor que la
de cualquiera otra forma. Los poivos varian entre las

eScamas O grancs grandes y pesados y las perlas finas y
huecas de densidad extremadamente baja. Se fabrican., con
algunas excepciones, mediante unc de estos cuatro
procedimientos:

1> Pulverizacidén de la soluclién y secado.

20 Secado en tambor.

35 Trituracion del producto sélido.

4> Mezcla de un surfactante liquido o disuelto con la
sustancia sélida aproplada en proporcicnes tales que -la
mezcla final sea s6lida o pulverulenta.

La tendencia que tienen los detergentes en polvo a la
divisién extremadamente fina s indeseable Yy se
contrarresta por la adicién de un componente antipolvo,
que generalmente es un liquido olecso y cérec © unma
sustancia higroscépica. La tendencia a formar grumos o al
alpemazamiento es tanbién indeseable y se contrarresta con
sulfatc sé&dico, perc hay otras sustancias antiaglomerantes
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que se usan en la preparacidn de detergentes para fines

especificos.

barras.

Ademas de las barras de jabon para lavar, se fabrican
detergentes en barras para tocador y usos cosméticos. Los
Jabones modernos para tocador que estan constituidoz casi
enteramente por jabén puro poseen establilfidad dificil]l de

lograr en los  jabones elaboradoes con surfactantes

sintéticos.

pastas y otras formas no liquidas.

Los detergentes en pasta son favorecidos
tradicionhalmente por la fndustria textil y por usuarics de
limpladores [ndustriales de mantenimiento. Al gunos

champlies Yy productos para limpiar las manos también se
preparan en pastas .

Uno de los problemas que presenta la fabricacidén de
la pasta es el contrel de la viscosidad © de la
plasticidad. Otro problema es el de la conservacién de la
homogeneidad fisica de la pasta.

Los liquideos para limpiar alfombras, los champGes,
las cremas para rasurar y otros tipos de detergentes se
envasan en bombas de aerosol. Las bombas no liberan el
detergente en estado de aeroscl, sino como espuma,

detergentes liquidos.

Los detergentes y surfactantes que se preparan para
fines especiales suelen venderse en soluciodn acuosa.

Para la sconomia de transporte y almacenamiento.
concentracién de las scoluciones debe ser razonablemente
alta; ademis, deben conservar su estabilidad en las
condicicones que normalmente sSe presentan. Los problemas
presentan en la preparacién de las soluciones de

la

que se



detergentes son la estabilizacién de las sustancias
solubles y el aumento de sclubilidad de las que son poco
solubles. Ambos problemas se resuelven c¢oh ¢l uso de
ajtivos, entre otros aditivos que aumentan la solubllidad
azstan la urea., los xilenosulfonatos y los disolventes
organicos.

La sstabilidad de los detergentes liquidos mejora con
la adicioén de secuestrantes como el EDTA.

El control de la viscosidad e3 considerablemente
importante en wmuchas soluciones de detergentes. En
general, los buenos disolventes tienden a disminuir la
viscosidad de la preparacién una vezr que ésta se ha
Al gunas veces, la viscosidad se
éste disuelve
La adicién

disuelts completamente.
eleva, poerque al agregar un disolvente
particulas que antes estaban en suspensién.
de sal suele aunentar la viscosidad de las scluciones
detergentes, también se usan para éste fin espesantes
coloidales hidréfilos. como los almidones., las gomas y las

proteinas (30,

I1X. 3 Nodo de accidn de los detergentes.

Las superficies complejas son dificiles de limpiar,
porque la suciedad puede ser retentda mecanicamente
después de la separacién risicoquimica. En los tejfides.
la suciedad puede ser retenida mscinicaments no solo entre
los hilos, sinc también enire las fibras que formsn cada
hilo. En los sustratos también es diferente la capacidad
de mojarse. Tanto la hnaturaleza fisicogquimica de la
superficie del sustrato como su geomstria son factores
iwmportantes en el efecto detergente general.

La suciedad es adn mis variable que los sustratos y
por lo general su naturaleza quimica y fisica es mencs
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conocida, Puede consistir en una sola fase solida o
liquida, pero suele constar de dos o©o mas fases,
Intimamente mezcladas uhas con otras y dispuestas al azar
sobre el sustrato. La suciedad sdélida es bastante comun:
son ejemplos de ella la arcilla seca y el hollin sobre un
tejido. Una sucledad mas tipica es la que contiene
tierra y materia grasa.

El baffo en un Sistemd detersivo es casi siempre una

solucidn cuyo soluto es el detergente. Puede contener

también otros solutos. Si éstos contribuyen al efecto

detergente se 1laman vigorizadores. Aunque en la mayorta
existen varios ejemplos

baffc es de

de los casos el bafo es acucso,
de sistemas detersivos en los cuales el
naturaleza no acuosa. En esos casos el detergente es
soluble en e! disclvente no acucso, que es el principal

ingrediente del baNfo. y actiua por el mismo mecanismo que

caracteriza a los detergentes solubles enh agua en los

sistemas acuoscs.

El efecto general detergente en cualquier sistema
de la naturaleza del
y de las relacicnes

dado depende en primer lugar
sistema, esto es, de su composicidén,
fisicoquimicas y gecmétricas entre el sustrato. la

suciedad y e] bafo. Sin embargo, la detergencia es un

efecto dinémico. Consiste en esencia, en desprender la
suciedad del suystrato y separarla por suspensién o
emulsién en el bafo. Por consiguiente, el efecte

detergente depende también de todos los factores que
afectan a la interaccidén fisicoquimica. Los factores mis

importantes son: la temperatura, el grado de agitacion

mecanica ¥y la duracién del tratamiento.
Para disoclver y eliminar la suciedad. el agua tiene

que penetrar en aquélla y remdjarla, y este trabajo lo
realiza mucho mejor con ayuda de un detergente que con



Jabon.
La accién de los detergentes se basa en la

delicuescencia., propiedad Que tienen algunos cuerpos de
absorber la humedad y disolverse enrn ella. Se puede
imaginar una gota de aceite o un trocito de grasa como si
fuera un globo lleno de aire. De la misma manera que el
globo tiene una delgada capa de goma que aisla su
contenido del medic en que se halla, el aceite y la grasa
tienen una pelicula invisible que impide la penetracidn de
agua.

Cuando se lava con jabdn comun es necesaric golpear o
restregar la ropa ¢ el objeto que se quiere limplar, a fin
de romper esa pelfcula aislante.

Gracias a su accidn quimica, el detergente la

destruye, y entonces el agua puede disolver el acelite o la

grasa.
Los detergentes ofrecen las ventajas de limpiar mejor
¥ mds rapidamente que con el jabdn y de que la ropa sufre

menor deterioro. al no ser tallada como en el lavado con

Jabdn,
El mecanismo de la detergencia varia muchc de un

sistema a otro y sdlo en los mas sencillos se comprende
con algun grado de perfeccidn.
En el estudic moderne de la detergencia pronte se

reconoci¢ desde el punto de vista quimico colecidal, que el
acciédn coloidal

de suciedad

poder emul si{onador del bafte y 1la
protectora del bafo sobre las particulas
suspendidas tenifan gran importancia. La accién
desfloculante o dispersante y el valor de las peliculas
abscrbidas superficiales o interfasales se reconociercon
también como factores importantes en la detergencia.
Spring fue el primerc que en 1610 demostré que la
detergencia podria considerarse como el efectc de formar
compuestos de adsorcién entre el jabdn y la suciedad y el



Jabdn y el tejido a expensas de!l compleic de adsorcidn
existente entre la suciedad y ol tejido, (102), Sa Juzgd
coma la accidn esencial el hacer la superficie de la
suciedad mas hidréofila por adsorcisén Jde una capa de
detergente. Rhodes y Brajnerd ampliaron esta idea en el
que puede considerarse como el primer estudio moderno de
la detergencia, (1030, Estos Llnvestigadores moestraron
que la detergencia estriba en equilibrics de adsercion.
Lavando juntos articulos suclos y no suclios., vieron que la

suciedad s& redestribulia entre el bafo ¥y 1los articulos

sucios Yy ho sucios. Ademas, se sabla que existe un maximo

de la sucjedad que puede eliminarse con un solo balio, y el
Liempo necesaric para alcanzar ese miximo puede ser
Rhodes y Bratnerd indicaron ademis que la
tejido desde el

bastante largo.
suciedad wvuelve a depositarse sobre el
baffo; esto es: que la eliminacién y en redepdsito de la
suyciedad alcanzan un equilibrio dinamico. Después s»
demostréd que éste tipo de sistema la rapidez de
eliminacién de la sucliedad es directaments proporcional al
contenido residual de la suciedad eliminable en el tejide

C1047.
Los resultados de este estudic pueden expresarse en

forma grafica transportando el porcentaje de suciedad

tiempo que duran los lavados.
heras

eliminada en funcidén del
Heron ha prolongado los lavados durante varias

usande diversos detergentes, (105 ¥y los divide an- dos

los que eliminan el maximo de suciedad en un
las que

categorias:
tiempo aproxi mado de diez mi nutos y
aproximadamente necesitan cuatlro horas en las mismas

condiciones,
Adam, €101) estudid¢ la eliminacion de la grasa

natural de las fibras de lana en un baNc detergente.
Observt la eliminacidn de la grasa de fibras aisladas bajo
el microscopio y vi® que la capa coriginal continua de grasa
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Se enrrollaba para formar glébulos relativamente grandes,
que después se separaban espontaneamente de la fibra.
Este ultimo proceso era ayudado por una agitacién suave.
La funcidén principal del! detergente en este sistema es
alterar el 4ngulo de contacto en 1la superficie de
separacién fibra-grasa-bafio. Cuando el bafic es agua pura,
éste Angulo de contacto es mayor de a0®. Cuando el bafic
contiene detergente se convierte en 0°. Para veri{ficar
esta teorta, Adam ided un aparato para medir los angulos
de contacto de avance ¥y retroceso de una sola fibra de
lana en la superficie de separacion aire-fibra-bafio. Esto
lo hizo con fibras limpias y grasientas y llegd a la
conclusidn de que el Angulo de avance era el factor mis
importante en la detergencia entre otros factores que Adam
considerd de importancia como la dispersion y la emulsidn
de la grasa una vez que se ha eliminado, el humedecimiento
de las fibras y la penetracidn del bafio en los hilos de

un tejido. Adam hace cbservar también que la tensién
interfasal entre la suciedad o la grasa y el bafic es a
veces un factor secundarioc en la detergencia, El 4&cido

1 -hexadecanosulfénico y el sulfato Acido de hexadecilo
(éster cetilsulfuricod muestran casi las mismas tensiones
superficiales e interfasales pero el segundc es un
detergente mucho mejor que el primero.

Kling, Langer y Haussner (106,107 han hecho un
estudic semmjante de la detergencia sobre fibras sueitas
acei tadas. Estos 1nvest.:igadoros encontraron que los
mecanismos detersives son sSemejantes para la lana y el
rayoéen. La rapidez de eliminacién del aceite depende
principalmente de la naturaleza de la suciedad. Los
aceites qQue se eliminan con mayor rapidez son los que
contienen &cidos grasos libres, y le siguen los aceites de
glicéridos neutros y los aceites minerales,

Alckin estudid la detergencia de una serie de
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alkilsulfatos de sodio secundarios sobre lana ensuciada
con aceite., La dispersion del aceite eliminade en el bafo
es afectada de una manera notable por la presencia de
electrolitos, come lo es la eliminacion real del aceite en
las fibras. l.a adsorcién de! detergente por las fibras
desempeNa también un papel en la acclén detersiva C108D.
Seck C109>. Lindenr (1103 y Hall C111) han hecho resaltlar
ia capacidad de los agentes coloidales hidratados
superficialmente activos para formar peliculas protectoras
parecidas a un gel sobre las parti{culas de sucjedad y

sobre las fibrazs comc un  factor importante en la

detergencia.
Neunhoeffer ha expuesto algunas consideraciones sobre
la naturaleza de la adsorcién de los delergentes por las

materias de suciedad (112). Dice que en un par o un grupo

de f{ohes de jabdn asociados las cadenas de parafina estan

yuxtapuestas mantenidas juntas por la presion de las

moléculas de agua. Los extremos idnicos libres de las

moléculas de jaban tienden a repelerse y el resultado es
una tensién. Al ponerse en contacte con una superficie
hidrofoba, los extremos de las cadenas de parafina puedsn
separarse y la tensién es asi disminufda. Esto explica la
capacidad humectante de las sales de esa cadena de
parafina.

El cambio de base o efecto idnico es, sin duda, muy
importante y estas estrechamente relacionado con el efecto
de los vigorizadores y del pH. El algodén y el raydn
contienen carboxilos libres que pusden cambiar catiocnes.
La lana es anfdtera y entre limites bastante amplios de pH
a uno y otro lado de su punto isceléctirico. puede adsorber

firmemente aniones y cationes. Las propiedades de cambic

de base de diversas materias de suciedad sdlidas son menos
pero igualmente importantes. Se comprende
que los jones que son fuertements adsorbidos

conocidas.,
facilmente
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por la sucliedad © por e! sustrato y que entran en una
reaccidn de cambio de base durante el proceso de lavado
pueden ser un factor fundamental en la eliminacidn de la
suciedad.

Sisley fue uno de los pocos investi{gadores en este
campe que consideran la formacidn de espuma como un factor
importante en la detergencia (113), y dice que el
detergente ests mis concentrado en las peliculas de espuma
Y Que la creacicén y el rompimiento de la espuma en
presencia de los articulog sucios constituye un proceso

eficaz.

La enorme importancia del trabajo mecénico para
eliminar Jla suciedad en las condiciones de lavado
ordinarias se comprendid mucho antes de que el estudioc de
la detergencia llegara a ser una rama de la ciencla. Los
métodos de lavado primitivos implican golpear los tejidos
sycios, Bacon y Smith han estudiado el efecto cualitativo
de la accién meca&nica y sugieren comparar los detergentes
determinando la diferencia en el ‘trabaje mecénico
necesario para alcanzar el mismo grado de eliminacién de
la syciedad., C114D.

Los estudios que se acaban de mencionar son solamente
una pequefia parte de loxs que se han publicade, pero
ilustran casi todas las variables importantes en la
detergencia, salvo la composicién del bafo.

El andlisis que sigue intenta separar los factures
que afectan a la detergencia y los mecanismes moleculares

eficaces para realizar la limpieza. Para hacer el estudio

mss sencillo se examinars el tipo mas conocido de sistema
detersivo: un tejido con suciedad liquida y s6lida en un
bafio acuoso que contiene un detergente.

El proceso detersivo consiste en tomar un sustrato,
tratarlo con un bafc detergente por inmersién y una accién

mecidhica, retirarlo del bafNo y enjuagarlc para eliminar el
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liquido residual del baNo. En los procesos detLergentes
ordinarios en los cuales la cantidad de liquido Crazén en
peso del bakoc al tejido) es del orden 10:1 o mayor, e]
enjuague solo produce efectos de segundo orden. Para
demostrar esto podemos considerar el caso de un trozo

sucio de tejido qQue pese un kg y Se lave en diez

kg de bafNo detergente. Al retirar el tejido retendra

aproximadamente un kg de bafo ytilizado; este  es:
aproximadamente 10% de la suciedad eliminada suponiendo
que la suciedad estuviera uniformemente distribuida en el
baMo. Los extremos de la accidn del enjuague son:

1> eliminacién completa de todo el liquido y toda la
sucledad residual del bafo,

2) redepdsito completo de toda la suciedad contenida en

el liquido.
i.a diferencia entre esos dos extremos corresponde al
10% de diferencia en la eliminacién de la suciedad total.

En la practica, el enjuagado rara vez provoca el depdsito

de suciedad sobre el tejldo.
El efecto detergente total depende de:
I).- La naturaleza del sustrato.
II5.- La naturaleza de la suciedad.
III>. - La composicién del baMNc,
sus propiledades de volumsn y superficie.
IV), - Las condicicnes fisicas y mecanicas de lavado;
duracién del tratamiento y tipo y gradeo de

que determina

temperatura,
accién mecénica.
V), -~ Las cantidades relativas de sustrato, suciedad y

bafic presentes en el sistema.
El efecto detergente total puede exXpresarse
sencillamente como la eliminacién de la suciedad del

sustratc con el bafNo. Esta accidn esta condicionada

sol amente  por las cinco variables primarias antes

menciocnadas. Son las subvariables y las relacicnes entre
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ellas las que dan un cuadro complicado y diffctl.

La estabilidad del! complejo sustrato-sucjiedad. que
podemas llamar complejo I-1l, puesto que depende de I y
Il, esta condicionado por:

a) las fuerzas de adherencia interfasal pura entre-el
sustrato ¥ la sucliedad; esto es: las fuerzas de atraccidn
Qe Van der Waals. Estas fuerzas son mas {mportantes
cuando la suciedad es de naturaleza liquida, comao en e!

ace{te sobre la madera.
b) las fuerzas electrostiti{cas entre el sustrateo y la

suci edad. Estas son especialmente importantes en las
probablemente no tan
Sin embargo,

particul as de

materias de suciedad sdélida y
importantes en las liquidas o aceitosas.
pueden condicicnar la adherencia de las
suciedad sdélida al revestimiento aceitoso o ceéerec de una
fibra.

¢ la yuxtaposicién puramente mecanica de la suciedad y
el sustrato. Este o5 el factor mis importante en la
suciedad sdlida gruesa y podria {lustrarse por el ejemplo
de la arena en un traje de bafio. Puede ser también el
sumamente eficaz en el caso de la sucledad
en especial cuando e! baffo ha reducido
y las fuerzas

factor
finamente dividida,
al minimo las fuerzas de Van der Waals
electrostdticas anteriormente mencionadas.

Los factores de importancia primordial en la

composicidn del batio CIII> son:

al) la naturaleza quimica y la concentracidn del soluto
o los solutos superfi{cialmente activos.

b> la naturaleza quimica y la concentracidn de otros
solutos que no son superficialmente activos, pero que
pueden facilitar la detergencia, ser inertes o estorbarla.
Si facilitan la detergencia, se llaman vigorizadores.

e) la naturaleza y la concentracidén de los no solutos o
materia suspendida (distinta de la suciedad procedente del
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articulo que se quiere lavar) en el bafo, Entre ellos se
encyentran la arcilla, la bentonita y otros aditivos y
disoclventes emulsionados, como el aceite volatil de pino ¥y
el keroseno,

d) el pH del baNo.

®) la composicién del baNo cambia {nvariablemente
durante e! lavado. Los cambios manifiestos son:

e-1. adicion de suciedad sdlida suspendida.

e-2. adicidn de suciedad liquida suspendida o
emulsiconada.

e-3. adicién de suciedad sdlida o liquida solubllizada.
La composicién del bafNo puede cambiar también por:

e-4. adsorcidédn de unc © varlios compohentes por el
sustrato.

e-5. adscrecién de uno © varios componentes por las
particul as de suciedad Cliquidas o soélidas).

e-5. disolucién de materia soluble del sustrato o la
suciedad.

e=7 interaccidén quimica de uno o varios componentes del

baffo con la suciedad, con el sustrate © con productos

solubles de los mismos.
Las condicicnes fisicas de lavado (IVD), que son

importantes porque influyen en la interaccién entre el

bafic y el complejo sucliedad sustrato., son las siguientes:

ad) temperatura,
- b) duracidén del tratamiento.
c) grado y tipo de accidén mecdnica.
Los modos probables de interaccidnh entre el baMNo, el
sustrato y la suciedad pueden indicarse comc interacciones

entre el sustrato y el bafjo (I-III>, o interaccicnes entre

la suciedad y el bafio CII-II1D>. Son como sigue:

I-III A. Humectacidén del sustrate por el balNo,
contacto sin el cual es
La humectacién

necesaria para establecer el
imposible cualquier clase de interaccidn,
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implica penetracién en los hilos del tejldo de mode que
cada fibra es mojada por el bafic en los puntos en los
cuales no esta cublerta por la suciedad.

II-1I1 A. Humectacion de la suciedad por e! baMo. Aqut
son aplicables las mismas consideraciones que en la
humectacién del sustrato.

I-III B y I11-II1 B. La adsorcién de componentes del
bafo en la superficie del sustrato y en la superficie de
la suciedad. Estos adsorbatos pueden ser peliculas
monomeleculares de agentes superficialmente aclives, iones
inorganicos o particulas de dimensiones coloidales. La
por la fibra modifica las fuerzas
La adosrcioén

adsorcisén de iones
atractivas electrostaticas para la suciedad.
de iones por la sucledad impide que vuelva a depositarse y
aumenta el grado en que la sucliedad estd suspendida en el
bafMo. La adsorcion de coleides por la suciedad y la fibra
permite a la primera emigrar fuera del tejido, de la misma
manera que un coloide adsorbido permite a una suspensioén
de negro de humo pasar a través de un papel filtro. La
adsorcién de agentes superficialmente actives y de un
coloide scbre materias de suciedad liquida estimula la
formacién de una emulsién estable de la suciedad liquida
en el baNo.

II-II1 C. La solubjilizacidn de la suciedad por el baNo.
Esto puede ser muy iportante en el caso de las suciedades

liquidas y de algunas suciedades solidas.
la eliminacién de la suciedad puede
los efectos de la energla

En resumen:
llevarse a cabo: 1> por
interfasal entre el baNec, la suciedad y el sustrato, 23
por adsorcién de un coloide scbre la suciedad y el
sustrato, 3) por adsorcién de iocnes sobre la suciedad y
que da como resultado una disminucidn de las
4> por solubilizacidn

el sustrato,
fuerzas atractivas electrostaticas.
de la suciedad en el bafo. La separacién de la suciedad €
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e impedir que vuelva a depositarse) puede conseguirse por
cualquiera de esos cuatro factores o por todos ellos, ya
que dan como resultade la emulsion de sucledad liquida y
solida por la fibra.

Al gunos baMos delergentes comerciales no contienen
ningun agente tenscactivo. El mejor ejemplo es la mezcla
de silicatos y fosfatos alcalinos usada en las maquinas
para lavar vwvajillas. En muchos cascs, estas mezclas
funcionan, al menos parcialmente, reaccionando con los
Acidos grasos libres de la suciedad para formar Jjabones.
Cas) todos los baMos para lavar tejldos contienen uno o
varios agentes de superficie activa.

Pueden contener también otros componentes solubles y,
en algunos casos. componentes suspendidos insclubles que
no son en s{ mismos superficialmente activos. Si estos
componentes contribuyen al efecto detergénte se llaman
vigorizadores; de lo contraric se llaman rellenos o

diluyentes, En general, el efecto vigorizador no es muy

especifico. En otras palabras: una sustancia que es un
vigorizador para un tipo de agente superficialmente act;vo
por lo general tambien “vigorizara* otros tipos
semejantes,

Al estudiar los efectos Utiles de los agentes de
superficie activa unc de los conceptos importantes es el
sinergismo, término, que se aplica cuando una mezcla de
dos © mas sustancias muestra una eficacia mayor - que
cualquiera de los componentes utilizado aisladamente. En
la humectacidn y la emulsién y también en la detergencia,
se encuentran comunmente ejemplos de sinergismo. Este se
distingue de la accidédn vigorizadora en que cada componente

sinergistico en si mismo es superficlialmente active <3D.



II1.8 Aplicaciones de los detergantes.

En los detergentas en general, hay que considerar

tres caracterizticas que determi nan sus variadas

aplicacicones: #! poder humectante. el delergente y el
espumante en relacion con la propiedad que tienen todos
ellos de abatir la tenzsiodn superficial del agua C sistema
alre-liquidel e la Ltenssdn {nterfasal < sistens

liquido-iiquidod.

Lavanderias industriales.
Lar faormulas tipicas de polvos detergentes para

servicio pesado usadas por esta industria, son

principalmente jabdn (20 a 80X y silicatos alcalinos (80
a 200, A partir de 16883, los suministradores de
productos detergentes para servicio pesado empezaron a
introducir férmulas que contenian surfactantes ho {6nicos.
Estos se mezclan a veces con  dodecilbencencsul fonato
sédico © jabon., Solo de B a 12% de un surfactants liquido
no 1dnico pusde meclarse con componentes lnorganicos
un polve que corra libremente. Los
no  fénicos utilizados son

manteniendo todavia
principales surfactantes
nonilfencietilencxilade con 9-10 moles de 6xido de etileno

Yy &xd do de polipropilenc etoxilados con 20-40%,
aproximadamente de dxido de etileno. Las lavanderias
industriales y de institucicnes utilizan agua ablandada y
por ello siguen empleando en mayor medida férmulas con
base en jabén,

En la siguiente tabla se oxpresa una comparacion de
propliedades de superficie activa de surfactantes anidénicos

¥ no idénicos.



TABLA 4. Comparacidén de propiedades de superficie
activa,
Anisdnicos No ténices

« Forman siempre espuma.

«Mas diffeciles de enjuagar;
reactivos con los metales

+ Mejor mojadura de superfi-
cies metilicas,

. Poder dispersive mucho
mayor, mencs redepdsito.
mayor capacidad de elimi-~
nar suciedad.

+ Requieren agua blanda o
secusstrantes

+MAs tolerantes al! pH
elevado.

<« Mejores para suciedad de
tipo palar

.Forman espuma mas 1i-~
gera; puede ser contro-
lada.

- Se enjuagan mejor;
reaccionan con los me-

no

tales.
« Mojadura menos efectd -
va de superficies
polares,

«Necesitan adicidn de
dispersante para car-
gas muy sucias.

. Mas tolerancia al
agua dura,

+Se preciplitan facil-
mente por sales inso-
lubles en alcalis.
+Mejores para sucledad
no polar Caceites y

Industria de productos
El lavado de

leche y cerveza,

botellas de
y su esterilizacidn simultanea,

grasasd, M
D
alimenticlos.
bebidas no alcchélicas,
se hace

con maquinaria automatica por inmersién en hidroxido de

sodic de 3 a 5% y aproximadamente a 60°C,
de 0.5 a 3% de un surfactante no

comGhmente agregar

Se practica
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. onico, A la concentracion de 0.5%, el surfactante no
-onico actda como agente despol vador de la mezcla seca; a
3% actua como humectante y dispersante en la solucién de
lavade de botellas.

La industria de la leche y en menor extensién la de
envasade de alimentos higienizan su equipo diariamente.
Se utilizan yoddforos para éste fin, un yododforo es una
solucidn de yodo en un surfactante ho iénico que da un

complejo no idnico y ademas conserva las propiedades

germicidas del yeodo. Las férmulas que se venden tienen
generalmente 1% de yodo, 10% de surfactante no iénico y S%
de acldo fosférico. Frecuentemente se formulan cloruros

de amonio cuaternario con un surfactante no idnico como
detergentes sanitarios.

Detergentes para uso casero y de instituciocnes vy
productos quimices para mantenimiento.

Todo producto formuladeo con el fin de que sea usado
por una ama de casa, ha de ser anle tcdo innocuo y no
irritante,

Los detergentes para el lavadeo de ropa representan la
mayor de las aplicaciones de surfactantes no tonicos. El
dodecilbencencsul fonato séddico es el principal surfactante
usado; pero con la llegada d= la extensa campafia en pro de
los detergentes de poca espuma par. uso casero, en 195g,
invadieron el mercado los productos gque usan surfactantes
no ténicos.

Estos productos de poca espuma o de espuma controlada
contienen un surfactante no idénico simple ¢ una cantidad
importante de éste mezclada con jabén o con dodecilbencenco
sulfonato sddico.

Detergentes para el tratamiento de tLextiles en
proceso.

Zh la industria textil las operaclones de limpiera

conunmente como “desengrasado” pueden efectuarse
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sobre la fibra bruta Cantes de hilarla como preparacion
para el teNided; sobre La hilaza o la tela ¢ antes del
teffido, del estampado o del acabado); sobre les artieulos
estampados o tefidos con colores fijos €  antes del
acabado), o sobre los articulos acabados con restinas.

La lana bruta y otras fibras animales se desengrasan
en un procesc semicentinuo. La lana pasa sucesivamente
por una serie de cuatro o cinco tinas por las cuales fluye
la solucidn limpiadora en sentido contraric al movimiento
de la lana, La primera tina contiene agua sola o con un
peco de detergente. la Gliima tina es para enjuagar, y las
ftntermedias contienen el detergente. Este puede ser jabén
¢ 0.1-0.8% y carkbeonate sdodico anhidro €0,.5-20; wun
sulfato o sulfonato anidnico sintéetico y carbonato sdédico
anhidro; un polioxietileno no idénico y el mismo carbonato
o una alcocholamida ¢grasa y el carbonato. Este puede
reemplazarse en los baffos total o parcialmente por un
rfosrato condensado como el pirofosfato ] el
tripolifosfato. El clorurc sédice se usa también como
coadyuvante en los sistemas que llevan un surfactante no
iénico o un surfactante aniénico muy soluble.

La elecciéon de detergentes para qultar el aprestio
y los lubricantes de la hilara de los articulos tejides
depende en gran parte de la clasge de ribra. Los articulocs
de algodén <e hlerven on grandes calderas con sosa
ctustica débil o sosa cdustica y silicato como componente
principal del detergente.

Detergentes para el lavadeo doméstico.

En el Jlavade de ropas y telas en el hogar se
distinguen el lavade fine o servicic ligere y el lavado
fuerte. El primerc se hace a mano, y se aplica a medias,
ropa interior, suéteres de lana, etc., La temperatura del
agua generalmente no es mayor de a5 y algunas veces es
mads baja hasta de 30°¢, Los detergentes para servicio
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Jigyero se preparan especialmente para el lavado fino.

El lavade pesado © fuerte .Je trajes y articulos de
algoddn o© de 1ino se efecta en maquinas lavadoras.
También pueden incluirse aqui algunos articulos de rayoen
iavable y de fibras sintéticas.

Las modernas preparaciches de producteos sintéticos
con coadyuvantes para trabajo fuerte en el lavado
doméstico estan formados esencialmente por un detergente

organico no jabonoso, un fosfato condensado., una sustancia

que evite el redepdsito 4 usualmente
carboximetilcelulosad, cantidades menores de aditivos
especiales, come sustancias anticorrosivas,
estabilizadores de espuma, blanqueadores dptices, etc.. y

el resto es humedad y sulfato sédico o sales inorganicas
similares de poco efectc en el lavado de los articulos de
al godon. El contenido de detergente organico varia de 15
a 40%. la relacidén de feosfato condensade (comtnmente
trifosfato, peroc a veces pirofosfato o una mezcla de los
dos) con el detergente organico vari{a desde 1:1, o menos,
hasta 3:1. L.a proporcién de carboximetilcelulosa varia
entre 0.8 y 2%. Estos productos se disuelven faAcilmente
en agua frfa y son tan eficaces rl:omo los productos
sintéticos para lavade ligero y en este aspecte son
mejores que la mayoria de las preparaciocnes de jabdén.
Asi, las preparaciocnes sintéticas reforzadas son
detergentes para todo uso, y su versatilidad les da-una
ventaja considerable scobre los otros tipos de preparados
para lavado domestico.

Los detergentes liquidos se utilizan para el lavado
de vajillas y para el lavado fino.

Detergentes para superficies duras.

En las aplicaciones de astos detergentes se
distinguen, segun el sustrato: 1) la limpieza del vidrio y
de la loza; 2) limpieza de metales; 3) limpieza de
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wuperflicies pintadas. de plasticos y de productos de
saturaleza orgAnica; 40 mantenimiento de la limpleza de
superficies caompuestas; = limpieza de materiales
zensibles que pueden daNarse, por ejemplo, alimentos (3D,

III.7 Detergentes enzimiticos.

Probablemente la aplicacitn industrial mas conocida
de las enzimas es en detergentes y preablandadores.
Aunque en la literatura aparecid informacién sobre
detergentes enzimiticos desde 1015, no fue sino hasta 1003
que en Holanda se vendid con éxdto =l primer detergente
snzimbtico,

Alrededor de 1987 los fabricantes europeos de
detergentes introdujeron detergentes de perborato de sodio
conteniendo enzimsas. El “Tide XK", el primer detergente
enzimitico vendido en Estados Unidos estuve disponible en
las s&reax do prueba del mercado por primera vez en 1968.

Antes de 1080 los productos de lavanderia que
contenfan enzimas estaban basados en proteasas animales,
las cuales no eran convenientes para su suo bajo
determinadas condiciones de lavado. La disponibilidad de
cantidades comsrciales de proteasas bacterianas estables
fue una gran alternativa, la cual llevd al mercade a los
detergentes enzimasticos.

Los microorganismos conccides come Bacillus subtilis
son utilizados para producir enzimas para lavanderia por
medic de procedimientos de fermentacidn.

Loz detergentes enzimiticos son verdaderamente mas
efectivos que loa detergentes purcs o Fregulares on la
eliminacién de manchas dificiles, tales como sangre. pasto

y manchas de origen biogquimicoe (73.
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IV. ENZIMAS CON ACTIVIDAD DETERGENTE

IVel  Introduccidn.

La gran mayosria de las reacciones quimicas efectuadas
en @l interior de las células. se realizan gracias a la
participacién de las enzimas, las cuales favorecen la
transformacidn de sustratos en productos.

Las enzimax son moléculas de naturaleza protelnica y
algunas de ellas requieren para su funcién de la presencia
de un grupo prostético © de una coesnzima.

El término “enzima'" procede del griego zimé., que
quiere decir levadura., fue sugerido por Kihne desde 1878.
Sin embargo., desde el tiempo de Berzelius, en 1875, se
tenia conocimiento de que las células vivas producian
sustancias conh accién parecida a los catalizadores
inarganicos.

En 1897 BuUchner demostréd que el fendmenc de la
fermentacién era llevado a cabo por un extracto libre de
células, obtenido a partir de levadura.

Las enzimas son proteinas con capacidad catalitica, o
sea, que aceleran las reacciocnes quimicas que se realizan
oh los seres vivos y son verdaderos catallzadores, ya que
poseen las caracteristicas siguientes:

a) funclonan en cantidades sumamente pequelas,
b) permanecen inalteradas despuss de actuar en la

.

reaccidn.

c) no afectan las concentraciocnes finales en equilibria
sino que uUnicamente disminuyen la energia de activacién
requerida, de tal modco que se aumenta la velocidad de la
reaccidn (440,

El factor determinante de la interaccidén de la enzima
con el sustrato es una determinada ordehacién de
aminosdcidos localizados en cierto lugar de la enzima,
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también denominado sitio activo

De acuerdo a su localizacioen las enzimas pueden ser
de dos tipos:

1) Exoenzimas. Estas enzimas son excretadas por las
células productoras, una vez excretadas penetran y rompen
materia organica tal como, proteinas, almidones y grasas
que pueden ser absorbides o transportados a través de la
membrana celular.

2) Endoeximas. Son aquellas enzimas que permanecen
dentro de la ce¢lula, son transformadas y-“o hidreolizadas
por la acecién de coenzimas para producir energia y los
compaonentes de la cé¢lula necesarios para vivir ¢8>,

Las enzimas detergentes que se describlran son
exoenzimas, caracterizadas por su actividad hidrolitica
bajo condiciones alcalinas (99, 100D.

De acuerde con la Comisidn Internacional las enzimas

se clasifican en seis grandes clases

1. Oxidorreductasas. Estas enzimas catallizan
reacciones de dxido~reduccién. Pueden acluar sobre
compuestos gque tengan: un  radical alcochol, un grupe

aldehide, un grupo ceto, ¥y grupos amino.
2. Transferasas. Transfieren grupos funcionales
grupos de un carbono
grupos aldeh{dicos o ceténicos
grupes acilo
grupes glicosilo
grupos fosfato
grupos que contienen azufre.
3. Hidrolasas. Catalizan reaccicones de hidrélisis
ésteres
enlaces glicosilicos
enlaces peptidices

otros enlaces C-N
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<eidridos acides

4. Liasas. Actuan en adiciocones a enlaces dobles. Son
whzimas que rompen ligaduras entre C-C, C-0, C-N, y otros
enlaces por medios diferentes a la hidrélisis y a la
axtdacidén.

5. Isomerasas. Catalizan reacciones de isomerizacién
racemasas.
8. Ligasas. Catalizan la formacién de enlaces con

intervencién de ATP, enlaces como C-0O, C-S. C-N, C-C
C440.

Amil asas

Las amilasas son enzimas extracelulares las cuales
hidrolizan moléculas de almiddn a productos como dextrinas
y productos progresivamente mids peguefios compuestos de
unidades de glucosa.

Las o~ amllasas comerclales de diferentes bacterias y
hongos varian con respecto a su temperatura y pH optimos,
establlidad y extensidn a la cual degradan almidén.

La o~ amilasa bacteriana de cepas termofilicas de
Barzillus subtilis puede ser utilizada para la licuefaccidn
de almidsn en conversiones en las cueles es agregada a una
suspensisn de granules no gelalinizades de almidoén
preferentemente de papar, el cusl es alimentado a un
reactor de gelatinizacidn debido » su <levada estabilidad
térmica.

Mediante el empleo de una combinacién adecuada de o« y
- amilasas, amiloglucosidasa, fsoamilasa © maltasa, es
posible obtener una variedad cast ilimitada de productioss
de la hidralisis de almidén y por lo tanto jarabes con ias
propiedades deseadas, por ejemplo con un contenido do

maltosa tan elevadeo camo 804 (857-82).
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Proteasas

La segunda clase de enzimas hidroliticas de mayor
impertancia industrial estid formada por las proteasas.

Las proteasas 4cidas son principalmente de origen
fungico C(Aspergilus. Rhizopusd., son mas activas en el
range de pH de 2 a 5, son insensibles a sulfhidrilo,
agentes metilicos, quelantes y metales pesados y catalizan
la hidroélisis de un amplio rango de enlaces peptidicos.

Las proteasas neutras son metal oenzimas que contienen
Zine Yy por ésta razoén son desaclivadas por agentes
quelantes. Ellas exhiben un ¢ptimo de actividad a pH de 7
a B8 y a temperatura de 45 a 56°¢ y rompen enlaces
peptidicos del tipo: His-lLeu, Ala-Leu, Tyr-Leu, Gly-Phe y
Phe-FPhe.

Las proteasas alcalinas son las maAs importantes por
su extenso uso en detergentes para remover manchas de
naturaleza proteinica,

Las proteasas alcalinas tienen un perfil de act{vidad
a rangos de pH tolerantes de 8 2 11, la actividad maxima
generalmente es a pH de 9.5 a 10.5, exhiben fuerte
actividad esteroclitica y rompen enlaces peptidicos de
varlas tipos (57,5&8).

Lipasas

Las lipasas son ensimas pertenesientes a las
estearasas carboxilicas, tienen clerta especificidad por
triacilglicéridos o ésteres del glicerol.

Hidrdlisis
Triacilglicérido —Emaa, Diacilglicérjido + RCOOH
Hidrdlisis

——— —_—
Monoglicérido v Teia, Glicerol.

48



Existen algunas lipasas Acidas con actividad optima a
pH de 8 a 8, perc las lipasas mas utilizadas
industriaimente que provienen de microorganismos son
alcalinas y tienen maxima actividad a pH de € a 9, Su
mayor aplicacidn es en detergentes.

Su mecanismo es heterogéneo, es decir la lipasa es

soluble en agua pero no su sustrato C83.
1V.2 Enzimas detergentes.

Actualmente mis del S0% de los detergentes de
lavanderia de servicio pesadoc en Europa contlenen enzimas.
La tendencia reciente hacia la utilizacién de bajas
temperaturas de lavade Juntco con los avances en la
tecnologia de encapsulacién de los productores de enzimas
detergentes ha contribuido a renovar el interés en enzimas
alcalinas activas,

Las onzimas protecliiticas de serina alcalinas
constituyen mas del O3% de todas las enzimas vendidas en
¢l mundo para detergentes de lavanderia. La utilizacidén
de enzimas detergentes de fuentes bacterianas esti basada
principalmente en el desarrollio de proteasas alcalinas
activas y estables,

Propiledades gque las enzimas deben cumplir para ser
adecuadas a detergentes de lavanderia:

a) con la excepcién de detergentes liquidos de servicio
pesado, no compuestos, el pH de los detergentes de
lavanderia est& generalmente en ol rango entre 9 y 10.8.

b otra propi edad importante para las enzimas
protecliticas detergentes es la estabilidad térmica, o mas
proplamente dicho versatilidad térmica. La lavanderia
europea utiliza temperaturas desde la ambiente hasta

100%°¢. asi 1la estabtlidad al calor de la enzima debe ser
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me jor .

Aunque los redquerimientos térmicos en los Estados
Unidos son maAs bajos, el agua caliente de lavade esta
considerada en el rango de 50 a 55°C.

c) un tercer factor en la adecuacién de la enzima
detergente es la naturaleza de los sitlos activos de la
enzima.

Aunque la papalna C(una proteasa vegetal de Carica
papayal tienen varias caracteristicas quimicas que podrian
ser adecuadas para el medie de lavado detergente tales
como la estabilidad térmica y su amplia inespecificidad de
sustrato, contiene cisteina e histidina en sus sitios
activos. Con el fin de que ésta enzima sea activa el
grupo sulfhidrilo del residuo de cisteina en los sitios
activos, deberia estar en la forma tiol normal. Bajo
condiciones de lavado europeas, en donde el perborato de
sodio es incluido en las formulaciones detergentes, la
enzima es inactivada via oxidacién del grupo tiol.

En el caso de la tripsina que contiene seis puentes
disulfuro, ocurre una oxidacién en presencia de perborato
para producir un cambic en la estructura terciaria de la
proteina. A temperaturas por arriba de 50°C  esta
inactivacién es bastante rapida.

En Estados Unidos generalmente no es 1incorporado
perborato de sodio en las formulaciones Jd> detergentes.
Sin embargo, ademas de las consideraciones de costo ¥
disponibllidad, un detergente de lavanderi{ia que contenga
papaina o tripsina deberia ser considerado incompatible
con blanqueadores, bases de polvo de perborato de sodio y
otras formulaciones que incluyan perborato de sodic ({S8).

Como se observa en las tablas § y 6 la proteasa
alcalina de Bactillus licheniformis es muchoc mas adecuada

que papaina o tripsina pancredtica para su utilizacién en



. ergentes,

TABLA 8 Propiedades de proteasas alcalinas

¥y neutras.

Caracteristica o prueba Proteasa Proteasa
alcalina neutra.
Propiedades fisicas, pH
Sptimo.
Actividad. pH 8-14 pH S.5-8
Establlidad. pH 5-10 pH 5-8
Naturaleza del sitio ca-
talitico. Serina Metal del
grupo II.
Estabilizaciédn por ca® 0 +
Inhibicidn por:
DFP y PMSF® + o
EDTA y fosfato” +
Extracto de cebada +
Perfliles de sustratoe:
+ o)

ésteres de a.a y amidas
Cadena B de {insulina

18 enlaces

S antaces

oxidada hidrolizados hidrotizados
Especificidad enzimatica:
residuc de a.a. de preferen-
cia. Leu CO- —-NHzLeu
Cys CO~- NHzPhe
Glu CO~
[§=5H8

«DPFP = diisopropilflucrofcafato.

FMSF = fenilmetilsulfonilfluoruro.

EPTA = Acido etilendiaminotstracOtico.
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TABLA 8. Estabilidad enzimatica en presencia de 0.1%
perborato de sodio.

Enzima % Actividad residual”
Papafina [+
Tripsina pancreatica de
pancreas porcine y bovino. 48
Proteasa alcalina de
Bacillus licheniformis 80
® pespués de 30 min. a 30°c. ¥ pH . 3. €e8d.

d) en adielén a’'la estabilidad a temperaturas y valores
de pH relativamente elevados, la enzima debe ser
compatible con los otros ilngredientes de los detergentes,
tales como surfactantes, agentes quelantes (fosfates,
EDTA, &clido nitrilotriacético NTA, etc.>, abrillantadores
¢pticos, perfumes, etc.

Este os el caso de las enzimas proteoliticas de
serina alcalinas (117>,

Las enzimas producidas por cepas alcalofilicas de
Bacillus son apropiadas para su uso en delergentes de
lavanderia de servicic pesado y en formulaciones’ de
productos liquidos de iavanderfa (117-116D.

Las proteasas alcalinas ¥ neutras difieren
basicamente en la naturaleza de sus centros cataliticos y
ademis pueden ser caracterizadas por:

13 rango de pH de actividad y estabilidad.

22 efectos de activacidn~inhibicidén,

3) concentracidn de sustrato.



La tabla B compara las propiedades de proteasas
alcalina y neutra de Bactllus subtilis CO8),

Entre las enzimas detergentes mas comercliales
Cproteasas bacterianas alcalinas del tipoc de serinad
derivadas de B.sublilis o B.licheniformis estan la
Alcalasa y la Espearasa.

Comec ya se menclond anteriormente, para que una
enzima funcione en detergentes de lavanderfa. ésta debera
ser estable en presencia de agentes secuestrantes como
tripolifosfato de sodio, ya que las enzimas requieren de
un humerc minimo de iones caleic © magnesio para ser
activas.

En la tabla 7 se muestra la estabilidad de enzimas
protecliticas alcalinas frente a tripolifosfato de sodic
comparada con la estabilidad en presencia de iones calclio
ced.

TABLA 7. Estabilidad de enzimas proteoliticas alcalinas
on presencia de iones calclo y tripolifosfate
de sodio (STP).

Actividad residual en %
después de 30 min. a 122°%
¢50°C> v pH = @.

Enzimas CaClz C.0LM 0.1% STP

Tripsina pancreatica 94 11

Proteasas bacterianas

Alcalasa se 44

Espearasa 87 B89
=8

Como s@ observa es mayor la actividad de las enzimas
en presencia de iones calcio ya gque el STP es un agente
quelante que disminuye la concentracién de iones para la
actividad enzimidtica.
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La figura 2 proporcicha una comparacion de la
habilidad ligante de calcio de tripolifosfato de sodio y
del Acido nitrilotriacetico NTA cubriendo el rango de pH
de 8 a 12.

9 Ca/xitg oo

8

~ e

L] e 8 o 10 "
[+

—— GIPNC ~+ EPBOT -5 N 20'C -8 NTADL'C

FI1G.2 Comparacidn de la habilidad secuestrante de
calcio de STP y NTA Na’.HzO ces.

En la tabla B se muestra el efecto de un agéente
secuestrante sobre la estabilidad de enzimas proteoliticas
alcalinas en concentracliones diferentes,
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TABLA 8. Estabilidad de enzimas proteoliticas
alcalinas en presencia de NTA.
% Actividad residual después
de 30 min. a 130°F (54.4°0) y

pH = 8.5
Enzima 0.03% de NTA 0.1% de NTA
Tripsina pancreatica e8 32
Alcalasa 71 S0
Espearasa 73 70
[4:38

Alcalasa y Espearasa

Las figuras 3 y 4 muestran los perfiles de-
temperatura y pH de la Alcalasa,.

% DE ACTIVIDAD

120

0or

8ot

ot
401
20F
ol — s . 1 s — " "
20 o 40 80 & -] 70 80
TEMPERATURA *C
FIG. 3 Actividad de alcalasa a diferentes temperaturas.
Concentracién de onzimas 0,08-0.8 unidados
Anson/l, Sustrotothemoglobina desnatlurolizade.
PH 0.5, Tiempo ds reacci®n 10 min. (5,62,
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FIG. 4 Actividad de Alcalasa a diferentes valores de

pH.

Concentraci®n de esnzimao: 0,02-0.2 unidades
Ansorl. r-m;»r‘aturmzsoc. Suatrato:
hemoglobina desnaturalizado. Tiempo de reascién

16 min. (5,8).

Se puede abservar que, aunque la actividad se
incrementa cen el aumento de la temperalura, por arriba de
e0®c., la pendiente de la curva ne es muy prenuncilada.
Esto significa que la enzima trabaja bien aun a bajas
temperaturas encontradas durante el remeojo y las elapas
tniclales del ciclo de lavado en las mAquinas lavadoras.

La curva de pHractividad muestra wun dptimo en
condiclones moderadamente alcalinas (pH de 8.5 a 9., pero
el range usual de pH es bastante amplio y se extliende
arriba de aproximadamente pH 10. En consecuspcia. la
Alcalasa puede ser uwtilizada en muchas formulaciones de
detergentes domésticos ordinarios (53,
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Para rormulaclones de detergentles de servicio pesado
y delergentes liquidos son preferibles enzimas con uUna
mayor tLolerancia alcalina. Tales enzimas., derivadas de
espectes alcalofilicas de Bactllus son disponibles
comer ctalmente.

Las figuras 5 y 6 muestran los perfiles de
temperatura y pH de una proteinasa altamente alcalina:

Espearasa,

120 SO ACTIVIOAD

0ol

sof

s

40t

20}

ol " " " . —
28 %0 “0 80 eo 70 80

TEMPERATURA °C

FIG. 5 Actividad de Espearasa 4 M. a diferentes

temperaturas.
Concentracidn de enzima:t3omg L. Sustrato:
hemoglobinag  desnaturatizrada. PH 0. 1., Tiempo

de reacctOn 10 min. (5.
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FIG. & Actividad de Espearasa < M. a diferentes
valores de pH.
Concentracidn de enzima: 130mg -t
temperalura: zsoc. ’ sustralo: hemoglobina
desnaluraltizada, tiempo de reaccidmio min.

3,0,

La caracteristica mas sorprendente de la Espearasa es
su curva Ltan constante, la cual muestra que la enzima
trabaja bien aun a pH = 12.

La Espearasa fue introducida dentro de productos de
lavanderia en los affos setentas,

Ambas, Alcalasa ¥ Espearasa, demuestran
compatibilidad en el funcionamiento con el pH que producen
lo=s constituyentes de detergentes como tripolifosfatd de
scdio, acide nitrilo triacéetico y carbonato de sodio
(5,82,

En el funcionamiento de las enzimas se debae
considerar, @l tiempo de reaccidn Yy la concentracidén
enzimatica, ademis de la temperatura y el pH.

Las temperaturas de lavado determinan los cbjetivos

de funcionamiento y por lo tanto, el nivel de enzima

sSa



formulado dentro del producto.

Existe una diferencia considerable on las
temperaturas del! agua de lavado entre los diferentes
paises. Las temperaturas del agua de lavade son
considerablemente mas bajas fuera de Europa, en donde es
comun utilizar agua a 200°F € 94°C >.

En Estados Unidos 1la temperatura del agua mas
empleada, puede eostar en el rango de 85°F ¢ 19°C p a
125°F < 5a°c . En Japobn es comin una temperatura del
agua de 88°F ¢ 20°% > (&),

Desde luego, el tiempo del ciclo de lavado. el diseho
de la maquinaria y las tendencias en diferentes tejidos
afectan el funcionamiento en el lavado de los detergentes.

Desde hace 20 afos, los palses en donde se utilizan
temperaturas altas de lavade han ceonstituido el mayor
mercado para enzimas detergentes. i

En Estadeos Unldos existe gran variedad de productes
de lavanderfa ademis de detergentes de servicio pesado.

En la formulacidén de enzimas dentro de productos de
lavanderia se consideran dos criterios: compatibilidad
reactiva de la enzjma con ot.ros constituyentes
detergentes y la estabilidad o vida de anaquel del
producto.

Actualmente se encuentran en el mercado detergentes
liquidos de servicio pesadoc en una gran variedad de
productos. Estes incluyen : liquidos no compuestosm ¢
generalmente tienen un sistema altamente no i.cnlco Y
alcalinidad mediana relativamente); liquidos compuestosk €
tienen alcalinidad mas elevada y pueden ser divididos
ademids en categorias, de acuerde a su contenide de
fosfato) o detergentes liquidos que contienen ablandadores
de tejidos (6D,
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s pProductio compuesto; Ecte Ltérmino sera aplicado a

productos de tavander{a Liquidos o on polvo Qque contengan

dentro de L 1Y) formulacién polifosfala de sodio, compuesto
Que al wer agregado, therementa ta accién timpiadora ©
ablandedera .

Produclo no compussto: Términs referido a productos de
lavanderia 1 quidos o on polveo que no eontienen -n a

farmutlacidn polifosfato de sodioc.

Las enzimas pueden ser formuladas dentro de productos
RO compuestos con un contenlido de agua entre 40 y B0%.

los liquidos que contienen peolifosfatos generalmente
ne son una matriz estable para las enzimas, debido
principalmente al secuestro de los cationes divalentes
necesarios para la estabilidad de las moléculas de enzima
on soluclidn.

Un segundo factor que afecta a la baja estabilidad de
las enzimas en los detergentes liquidos compuestos, es la
elevada alcalinidad de la formulacion.

Este ultimo facter , no es tan critico parz{ la
establlidad enzimatica, ya que es posible moderar el grado
de alcalinidad y seleccionar a la enzima detergente
alcalina aproplada.

Las enzimas no son estables en liquidos que contienen
ablandadores de tejidos organicos, deblide a la reaccidn
del ablandador catidénico con la enzima cuando se exponen
en solucion por pericdos extendidos de tiempo (8J.

Los productos liquidos ¢ acucsos 2 pre-lavadores,
pueden aprovechar las propiedades de disolucién de manchas
de las enzimas detergentes, con la condicién de que el
contenido total de agua sea menor al 80% , debide a los
requerimientos de las enzimas para su estabilidad cuando

estAn en solucién por periodos largos de tiempo.
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Las enzimas no deben aplicarse en productos en
aerosol debido a la posibilidad de (nhalacidén de éstas.
Las enzimas no son compatibles con compuestos de cloro,
tales come hipoclorliteos y clianuratos. La accien de la
Alcal asa en una solucidn de hipeclorito muestra
inactivacidén rapida de la proteasa después de 5§ minutos a
100°F ¢ 38°C ) cen aproximadamente & ppm de clore
disponible.

En el caso de compuestos de perédxide, las enzimas
detergentes exhiben compatibilidad cuande se incorporan en
granul ades. Sin embargo. en productos liquidos la enzima
se deteriora y plerde actividad cuando se almacena por

pericdos largos (82,

Maxatasa y Maxacal

Durante los afios setentas tuvieron lugar severeos
cambios en la formulacidan de detergentes de lavanderia de
servicio pesado, la reduccién en el contenido de
tripolifosfato de sodio (STPY es un ejemplo notable. El
reemplaze de STP por diferentes constituyentes dio como
resul tado jabonaduras con valores incrementados de pH
Cpor arriba de 10 ¥y aun mayores). Otre gran cambio fue el
desarrollo de detergentes liquides de lavanderia
compuestos y no compuestos. iniclialmente en Estadeos Unides
y posteriormente en Eurcpa en los inicios de los affos
ochentas, Ademas, la tendencia hacia temperaturas mas
bajas de lavado, inicialmente causada por la popularidad
de los tejidos sintéticos y después por el ahorro en el
consume doméstico de energia, fue otro cambio importante a
considerar en la seleccidn de enzimas para detergentes de

lavanderta.
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La reaccién de los rabricantes de enzimas detergentes
a los cambios anteriormente menclonades, fue el desarrollo
de Una proteasa alcalina de serina llamada comercialmente

Maxatasa y de una enzima proteclitica altamente alcalina

llamada comercialmente Maxacal, disponibles para su
aplicacion en detergentes liquidos como preparaciones
liquidas estables (¢8).

Ambas, Maxatasa y Maxacal . han servido para

perfecclonar signiffcativamente el funcionamiento de los
detergent.es de Estadeos Unidos atun a temperaturas tan bajas
eomo 70°F ¢ 21%¢ > 17,

Cambios en condiciones de lavado.

Dos grandes tendencias en el mercado de productos de
lavanderia han llamado la alencldén de los preductores de
enzimas:

1. Una tendencia hacia temperaturas mas bajas de
lavado,

2. Un cambic en la composicién de detergentes de

lavander{a,.

Temperatura mis baja de lavado:

Este cambio haclia temperaturas mAs bajas de lavado es
por un lado, el resultado del creciente uso de fibras
sintéticas y tejidos teflides y por otro lade, de la
conservacién de energia. ’

En 1984, en Europa Occidental se& esperaba que
decreciera el promedio de la temperatura de lavado durante
los 8 aNos proximos come se observa en la tabla © (9.
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TABLA 9. Temperaturas de lavado en Europa Occidental

Tamperalura % _de corgas de lavado
aproximada
1880 1985-109090 *
80°% ¢185°F) 40-50 20-25
e0°c ¢140°F> 30-35 +/-50
< 40% c105F> 15-20 25-30
Saatimado. 17).

En Estados Unidos los diez afios anteriores a 19685
fueron Lestigos de un cambic en la temperatura del agua
de lavado de caliente a tibia.

Entre 1985 y 1880 se esperaba que el lavado a
ebullicién se redujera a la mitad. Se esperaba también
que alrededor de 25 a 30% de los lavados serian llevados a
cabo a temperaluras arriba de 40% <17,

L& tabla 10 muestra que para 1985 se estimaba que el
porcentaje de cargas de lavado utilizando agua caliente se
reducir{a a la mitad, mientras que el porcentaje de cargas
utilizando agua fria se incrementaria proporcionalmente
(4328

TABLA 10. Temperaturas de lavado en Estados Unidos

Temperalurc del % do cargas de lavado
agua
1980 1585 *
Caliente ¢50-85°C.120-130°F 20 10
Tibia ¢30-40°¢~ 85-105°m &0 0
Fria <16-30°c/ B0-85 °F> 20 30
= gsiimado B,P,47).
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Cambios en la composiciénm de las formulacliones
delergentes:

Los mayores cambios en la composicidn de los
detergentes de lavanderia estan relacionados con: ad La
sustitucién de fosfatos Y b> El desarrolle de
detergentes liquidos.

a) Sustitucién de fosfatos.

Las consideraciocnes ambientales llevaron al
reecomplazo parcial o complete de fosfatos por otros
agentes secuestrantes . Un sistema cominmente empleado en

detergentes sin fosfatos es una mezcla de carbonato y
=i{licato. Las zeolitas ahora juegan un papel importante
en las formulaciones detergentes. En Europa Occldental la
situacidén con la consideracidn de usar fosfatos diftere de
un pais a otro como se muestra en la tabla 11 <C10).

TABLA 11. Legislacidén de fosfatos en Eurcpa Occidental

Pals Concentracion de fosfatos aceptada
Alemania contenido de fosfatos max. 28% (STPY 1881
contenido de fosfatos max. 22% (STP) 1884
Paises Bajos reduccidén de niveles de fosfato a 20%
CSTP) (no pre-escrito legalmented 1993,
Suecia reempal camiente voluntario de fosfato a
NTA.
Noruega nivel de fosfato max. 5% C(STP).
Suiza contenide de fosfatos max. 28% (STP).
Austria sigue el ejemplo de Alemania.
[4=FN

Aproxd madamente en 40% del mercado de detergentes de
lavanderia en Europa Occidental., estA& tomando lugar una
reduccidn en el nivel de fosfatos, voluntario o exigido
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vor la leglslacidn, La situacidn no difiere mucho de 1a
de Estados Unidos donde aproximadamente en 40% del mercado
de detergentes se venden productes sin fosfatos. Esto se
debe & qUe en 22% del mercado la legislacién prohibe el
uso de rosfatos COd. ’

Como ¢onsecuencia del cambio en la composicidsn de los
detergentes , el pH de las solucicnes de lavado y las
Jabonaduras, mostraron un marcade incremente de 0.3 a
0.8 unidades de valores de pH arriba de 10 (C11).

B) Desarrollco de los detergentes liquidoes.

Los cambios mAs dramaticos en la composicidén de los
detergentes de lavanderia se encuentran en el desarrcllo
de . los detergentes liquidos. Especialmente en Europa
Occidental los primeros detergentes liquidos datan de
1681. En Estados Unides los detergentes liquidos habfian
side introducides unos diez affos antes.

La composicién de un detergente ligquido difiere
completamente de la de un detergente en polvo. £En los
liquidos, la cantidad total de sustancias activas de
lavade ¢ agentes no idnices , anidnicos y jabdn D es mucho
mayor , pero las cantidades de polifosfatos, secuestrantes
¥ agentew blanqusadoras son menores cdue en detergentes en

pelve <83,

Efectos de los caxbles onn les condiciones do
lavado sobre el funcionamiento de Maxataza b4 Maxacal
CPB~-G2> (8,17,

Materiales y métodes:
Enzimas,

Las enzimas que se emplearon para medir el efecio de
loe cambios en las condiciones de lavade fuercn, la



Haxatasa , proteasa bacteriana alcalina de Gist-Brocades y
Maxacal . proteasa bactertana altamente alcalina

especialmente seleccionada de Gist-Brocades, previamente
llamada PB-92. Las enzimas son comercialmente disponibles

como encapsulados libres de polve y en forma liquida.

Determinacién de la actividad proteoclitica.

La actividad proteoclitica de Maxatasa y Maxacal se ha
determinado por el método Delft a pH 8.5 ¥y 10
respectivamente. utilizando caseina como sustrato en
presencia de tripolifosfato a 40°¢ por 40 minutos, despues
de los cuales la actividad enzimAtlica se detiene afladiendo
acido tricloroacético. Se lee la densidad éptica después
de filtracién a 275 nm.

La actividad enzimatica ensayada a pH 8.5 se expresa
como unidades Delft (U.D.>., o en el caso de incubacioén a
pH 10, coms unidades alcalinas Delft CU.A. D 2. Estas son
unidades arbitrarias que se han definido como sjigue:

St 1 ml de uUna solucidn al 2% de una preparacidn de
enzlma, da una diferencia en densidad optica de 0,400
entre la muestra y el blanco baje las condiciones de
prueba menclonadas, la preparacidon entimatica tiene una
actividad proteoclitica de 1000 U. D, & U, A D. por gramo.

Detergentes.

Se han utilizado det.ergentes de lavanderia
conercialmente disponibles en Estados Unidos y en Europa,
con © sin fesfatos y como polvos o liquidos incluyende un
preduct.o de pre-remojo fabricado en Estados Unidos.

Los detergentes son disueltos en agua de la llave a
15 grados,Cdureza alemana) antes de ser utilizados.

Ropa de prueba.

Como materlial de prueba se ha utilizado algodén EMPA
116 manchade homogéneamente con sangre Chemogloblinal,
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e (Caselnad) y carbén negro (indicador de reflexidnd.

Generalmente se ha aceptado, que los elfectos
observados sobre esta ropa de prueba. se correlacionan
bien ¢on los resultados obtenidos en la practica.

Pruebas de lavado.

Pruebas de lavado en Estados Unidos:

Las pruebas de lavado de Estados Unidos han sido
llevadas a cabo en un Terg-o-Tometer simulande una miquina
lavadora doméstica del tipo de agitador. El
Terg-o-Tometer contiene cuatro recipientes de boca ancha
de un litro colocados en un bafflo de agua termocentrol ado.
Durante el lavado se alcanza una agitacidn vigorosa dada
por cuatro dispositivos de agitacidn C(uno por vasol, a
100rpm. Cada recipiente contiene dos piezas de ropa de
prueba EMPA 118 de 10 por 12 em. cada una.

Pruebas de lavado en Europa Occlidental:

Estas se llevaron a cabo en un Launder-ometer. Esta
maquina de lavade de laboratorio consiste en un bafic de
agua termccontrolado, en el cual se coloca un rotor
¢42rpmd que contiene ocho recipientes de 500 ml. cada ung,
simulando as{. una maquina lavadora daoméstica del tipo de
tambor. Cada recipiente se llena con 378 ml. de
Jjabonadura, conteniendo cada unco una pleza de ropa de
prueba EMPA 118 de B por 7.5 cm. cada wuna,

Prueba de lavado de Gist-Breocades:

Estas pruebas de lavadco se llevan a cabo en frascos
cénicos conteniendo 250 ml. de jabonadura y mantenidos en
un baNo de agua a 45%C. por 80 min, bajo agitacldn
ccasional. En cada frasco se coloca una pieza de ropa de
prueba EMPA 116 de 5 por S cm. cada una. Este tipoc de

prueba de lavado simula un pre-remcje.
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Medicién de reflexidn.

Después de la prueba de lavado. las piezas de ropa de
prueba se enjuagan con agua aproximadamente 15 min. y se
secan entre papel filtro. La blancura de ambox lados de
las muestras se mide por medio de un refractémetro para
sdlidos.

En las pruebas de lavadc que se llevan a cabo en el
Terg-o-Tometer la blancura se mide en las cuatro esquinas
de ambos lados de las muestras.

El valor promedio de las mediciones sSe expresa como
un porcentaje de la rflexién de la ropa de prueba lavada.

El valor de rorlexlén‘ de esta pleza de ropa
especialmente tratada (70%, cuando se mide contra Oxido de
magnesic) se rija arbitrariamente a 100%. Las graficas se
obtienen generalmente trazando la cantidad de enzima
expresada en U.D. & U A D. por grame de detergente contra
en porcentaje de reflexién €8,172.

Propledades relevantes de las enzimas.

Las propiedades de las enzimas detergentes que
determinan su funcionamienlo en productos de lavanderia
son: dependencia del pH, de la temperatura, una relativa
independencia de iones Ca Y Mg Y. finalmente
compatibilidad con surfactantes y constituyentes
secuestrantes.

. La Maxatasa y Maxacal de Gist-Brocades son proteasas
de serina del tipo de endopepltidasas, 1o cual significa
que forman principalmente péptidos y no aminoacidos de las
.proteinas hidrolizadas. Esta es la propiedad que hace a
e3las enzimas adecuadas para remover manchas de origen
proteinice (82,

Perfil de pH.

La Maxatasa y Maxacal tienen diferentes perfiles de



PH, ¢como Se muestra an las figuras 7 y B en las cuales se
ha trazadc el porcentaje de actividad maxima contra el pH
para Maxatasa y Maxacal respectivamente. Los valores
fueron oblenidos de acuerdo con el método Delft utilizando
caseina come sustrato e lncubando minimoe 40 min, a 0%
12, 13,
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FIG. 7 Perfil de pH de la proteasa alcalina Maxatasa.
CMétodo Deift: 40°C, 40 min.; caseinad ().
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FIG.8 Perfil de pH de la proteasa altamente alcalina

Maxacal.

CMétodo Delft: 40°C.,40 min.; caselnad (8.

83



Los rangos de pH Splimo para Maxatasa eztén entre 9.3
Yy 10.5, mientras que Maxacal tiene pH Optimo de casi 11.
Sin esbargo., ha sido sncontrado que bajo condiciones de
lavado. Ma l da b resultados a un rango de pH de 8
a 11, mientras Maxatasa funciona bastante bien a valores
de pH arriba de 10.8 (17>, Esto se ilustra en la figura
9. # DE ACTVIOND

3 5 88 B

-]

i i " — —_ M
[}

T Mawcs - Maxatasg
FIG.@ Perfiles de pH de Maxatasa y Maxacal bajo

condiziones de lavado,(prueba de lavado, de

. o :
gist-Brocades: s C: - ] min, (EMPA 110;

¢ grl de detergenie de servicioc pesado eurcpeoc:
2000 U. A.D. por gramc de detergente (8.

La prueba de lavado se llevs a cabo a 45°C por minimo
una hora. Sobre el eje vertical es trazado el porcentaje
de reflexdén contra el pH en el eje horizontal.

Lo anterior indica que Maxacal comparada con Maxatasa
s mis adecuada para su us¢ en formulaciones de
. detergentes altamente alcalinas.

Puede notarse que Gist-Brocades seleccionéd a ésta
enzima proteclfitica alcalina para detergentes con los
cuales se producen jabonaduras con valores de pH mas
alcalinos debido a la sustitucidén del tripelifesfato o©
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parte de éste por otros secuestrantes.

Perfil de Temperatura.

Como se ha mencionado anteriormente., el promedic en
la temperatura de lavado esta decreciendo. En la figura
10 se presentan los perfiles de temperatura de Maxatasa y
Maxacal a pH 8.8 utilizando el método Delft para 1la
determinacion de la actividad enzimitica.
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FIG.10 Perfiles de temperatura de Maxatasa vy
Maxacal, C(Método Delft: 40 min; pH B.5;
caseina) (8.

La hidrélisis enzimitica de la proleina se activa per
el incremento en la temperatura, hasta que swe alcanza
la actividad optima, Mis alliA de ésta temperaturd la
actividad enzimatica decrece rapidamente debidc a la
inactivacién por calor de la enzima.

Como se muestra en la figura 10 la temperatura optima
de Maxacal est4d en el rango entre 353 y 50°C. Este
parece ser un poco mis bajo que el de Maxatasa.

A tLemperaturas menores Maxacal exhibe Cen forma
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relativa) ligeramente mas actividad que Maxatasa (8.

Funcionamiento enzimhtico durante el lavado.

En los laboratorios de fabricantes de enzimas se
determina el efecto de la adicidn de enzimas protecliticas
a detergentes en pruebas de lavado utilizando prendas de
prueba manchadas artificialmente, como EMPA 116, Los
resultados de eostas pruebas varlan de acuerdo c¢on el
método de lavado, de los cuales se han presentado tres
anteriormente. En estas pruebas de lavado, la presencia
de iones Ca y Mg es estimada mediante la disolucidn de
detergentes en agua de la llave (sintética de 15°%GH>.
Estos tipos de pruebas de lavado producen una percepcidén
de la contribucidn de las enzimas en lca detergencia bajo
circunstancias practicas.

La rfigura 11 lluustra los efectos de diferentes
temperaturas y tiempos de lavado scbre el funcicnamiento
de Maxatasa en combinacién con un detergente de servicio
pesado sin fosfatos de fabricacién americana en pruebas

llevadas a cabo en Terg-o-Tometer.

00t @'Cumm HT-Can fXeomm
D osamm  BEgA COw 00 LV 40

F1G.11 Maxatasa: efecto de las condicicnes de lavado
sobre leos  resul tades. CEMPA 118 2g-1 de
detergente> (B>,
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El lavado en frio utilizando agua a 21% por 10 min.
da resultados {nsatisfactorios como Se presenta en la
tercera columna de ésta grafica. Sin embargo., los
resultados msjoran prolongando el ciclo de lavado a 30
min., como se muestra en la cuarta columna de ésta grafica.

Por otro lado, es evidente que @l resultado de la
columna cuatro de lavado con agua fria por 30 min. es
supericor a los mostrados con diferentes condicicones.

Unsa prueba simjlar con Maxacal en lugar de Maatasa
dio resultados comparables, la uUnica excepcién fue que a
21%¢ por 10 min. la contribucién al lavado de Maxacal a la
detergencia fue 25%, un valor considerablemente mayor que
ol obtenido con Maxatasa bajo las mismas condiciones.
Este resulatdo indica que Maxacal es conveniente para
perfeccionar la detergencia a bajas y moderadas
temperaturas.

En la figura 12 (segunda columnal se presenta la
contribucién de Maxatasa & la detergencia en 18 horas de
pre-remojo a temperatura ambisnte en comparacidn con agua

de lavado fria y caliente.

D smpces  #llen 0o Mme Mivy e

FIGc.12 lhmt..s_n.: pre-remojo vs. lavado con agua
friascaliente en Estados Unidos CEMPA
118; 2 g7l de detergente de servicio pesade sin
rfosfated <82,
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El resultado de lavado haciendo un pre-remojo con un
detergente enzimbtico esté entre los resultados de lavado
con agua fria durante 30 ain..Cla columna de la
izquierda), y los resultados de lavado con agua caliente
durante 10 =min. (la columna de la derechad. De estos
experimentlos S concluyd que el pre-remojo con  un
detergente que contiene Maxatasa ofrece una alternativa
para obtener buenos resultados de lavado a bajas
temperaturas.

En la figura 13 se muestra la influencia de |]a
eliminacién de fosfatos en un detergente de servicio
pesado de .Estados Unidos., en la cual Se presenta la
ejecucién de lavade bajo diferentes condiciones.
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F1G.13 Maxatasa: Influencia de fosfatos sobre los
resultadoes de lavado.C Terg-o-Tometer, EMPA
118, 2 g71 de detergented (81,
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Como se puede observar la reduccldén en la ejecucién
del limpitado en un detergente sin fosfatos comparada con
la de un detergente que contiene fostatos puede ser
compensada con la adicién de Maxatasa, Con la utilizacidén
de Maxacal se obtuviercnh resultados similares (e,

En la figura 14 se presenta la diferencia entre las
contribuciones de Maxatasa y Maxacal a la detergencia de
un detergente de servicio pesade altamente alcalino y sin
fosfalos en una prueba de lavado en Terg-o-Tometer a 38%c
por 10 min.

- 1 1 o F=2)
WOL.1D) 04 apprs s yeewi/g Dot
— Mt - eoeme - e eoew

FI1G.14 Efectos de MaxatasaMaxacal scbre los
resultadoes de lavado (2 g~-1 de detergente. pH
10.2., EMPA 118> (83,

En este experimento el pH de las jabonaduras fue casi
10.2, mientras que en las pruebas de lavado discutidas
anteriormente el valor de pH fue alrededor de 8.6-9.7.
Como ha sido mostrado, la contribucién de Maxacal a la
ejecucién de lavado es mucho mayor que la de Maxatasa.
Esto también se confirma en la figura B (8,17).

En las siguientes dos ilustraciones se presenta la

compatibilidad de Maxatasa y Maxacal con detergentes
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liquidos de lavanderla durante una prueba de 1avado,
muestra los resultados de prumbas de

La figura 15
45°C.> en las cuales

lavado de Launder-ometer Cuna hora,
se agQregd Maxatasa a uyh detergente de lavanderi, liquide

de Europa Occildental.
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F1G.15 Resultados de la adicién de Maxatasa a un
detergente lliquide de servicie pesado. (3.5
g-l de detergente. EMPA 118, 45°C., 80 min.>

8.

Se comprobd que es suficlente la adicién de 3000 a
4000 U.D. rg de detergente para alcanzar el valor maximo de
reflexidén, el cual es 70% mayor que aquel obtenido sin la
adicidn de la enzima (8).

La figura 16 proporciona una de las ventajas de los
detergentes en polvo

detergentes liquidos sobre los
prendas de

llamada “pre-manchado®. En este caso las
prueba son pre-manchadas con detergente y después lavadas

utilizands el mismo detergente en menor cantidad.

obteniendo asi excelentes
Terg—o-Tometer con un detergente liquido conteniendo 3000

resultados en las pruebas en

U. A.D. de Maxacal por gramo (82,
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8iN PRE-MANCHADO PRE “AtANCHADO

FIG.18 Resultades de la adiciédn de Maxacal a un

detergente liquido. Efecte de pre-manchado.

Cen ambos casos la cantidad total de
detergente fue 3.5 g-l, EMPA 118, 38°c., 10
min.,” 3000 U.A.D. Maxacal~ g detergente.) (8).

a -~ Amilasa

En detergentes enzimiticos a base de a-amilasa que se

emplean para maquinas lavadoras de vajillas, es necesario

que ésta enzima sea resistente a medios alcalines y tenga

moderada resistencia al calor C arriba de 60°C

aproximadamente O, La enzima también debe ser capaz de

resistir la presencia del agente blanqueador (generalmente

un compuesto que contiene cloro > que se encuentra en
Desafortunadamente la

la mas cercana a éstas

muchos detergentes lava vajillas.
enzima ideal no es aun disponible,
caracteristicas es la a-amilasa de Bacillus lichentiformis

¢ Termamyl . de Novo Industrd 3.
Los perfiles de temperatura y pH de é&sta enzima se

muestran en las figuras 17 y 18 <(SO.
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FIG. 18 Actividad de Termamyl a diferentes
PH y en presencia de STP.
andl
de STP=2g9-l, agua destiladad (3.

° .
:Novo,Temperalura=ao C,Concentracidn

Se puede observar que, mientras la enzima

valores de
CMétods de
A

%

tolera muy

bien el caler, su resistencia a la alcalinidad es sdélo

moderada. Se puede agregar que el cloro active pedria
destruir Jla actividad enzimatica de la a-amilasa casi

instantaneamente (5.
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n 1312

Actualmente en un porcentaje relatlvamente pegueNo
del mercado de detergentes las enzimas amiloliticas estan
ya en uso, Alguncs de los polvos detergentes contienen
mezclas de Maxatasa y una c-amilasa bacteriana CAmilasa
THC), mientras que Maxamyl WL puede utilizarse en
detergentes liquidos dando como resultado un mejoramiento

en la detergencia (82,

Lipasas

Comparados con los detergentes liquidos, los polves
muestran un pobre funcicnamiento
Esto se

que contienen lipasas
sobre la eliminacién de manchas de tipo grasoso.
debe principalmente al tipe y a la cantidad de
surfactantes utilizados.

Stn embargo. los’ detergentes 1iquidos también
funcicnamiento sub o6ptimo sobre sebos y

Desafortunadamente estos problemas

muestran un
aceites alimenticios.
se convierten en mis serios cuando las temperaturas de
lLavado desclenden.

No obstante,

grandes posibilidades (86,18, Sin embargo,
inestables en

e! uso de lipasas en detergentes tiene
las lipasas

conocidas cominmente son bastante
formulaciones detergentes y jabonaduras (8D,
Se ha demostrado que las enzimas lipoliticas son

capaces de remover uno, deos y aun los tres aAcidos grasos

de las moléculas de triglicéridos de grasas y aceites
vegetales y animales.

Un ejemplo reciente relacionado con la transformacidén
enzimatica de lipidos, es una enzima aislada por Novo
industri del pancreas de animales: fosfolipasa A-2. Esta
enzima selectiva remueve el segundo éster de &cido graso

de la estructura del triglicérido en el fosfolipido
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lecitina. Se encontré que el producto de reaccion

perfeccliona las propiedades surfactantes (62,
La tecnologia de transformacién enzimitica de lipidos

of rece un potencial real de estudic actualmente.

IV.3 Produccion de enzimas proteoliticas para

detergentes.

La producciédn fndustrial de enzimas proteocliticas

purificadacs y estandarizadas comenzd en 1874, cuande Chr.

Hansen vendi® en Copenhague su famosa preparacién de

renina, la cual desde entonces ha tenido una posicién

dominante en el mercado de renina. La utilizacidén de

industriales desarrolladas unifermemente hasta
alrededor de 1960, ha tenido un

proteasas
casi un siglo despueés.
gran éxito en la introduccidn de proleasas microbianas
dentro de laos detergentes (45D,

Las proteasas industriales son preparadas a partir de
fuentes animales, vegetales y microblanas. Aunque el
desarrollo en los gltimos afos ha sido principalmente

dentroe de las proteasas microblianas, las proteasas

animales y vegetales son aun muy importantes.

Produccién de proteasas microbianas

Los microorganismos son la fuente ldeal para la
produccién de enzimas industriales. Ellos pueden
producirse en cantidades ilimitadas, los métodos de
produccién son relativamente simples y bien desarrollados
Y ©PpPueden ser producidas proteasas microbianas con
propiedades ampliamente diferentes.

El interés que la industria ha tenide en el

desarrollo de proteasas microbianas se refleja en el hecho
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de que la produccién de proteasas por casi un ciento de
especies diferentes esta cubjerta por una o mas patentes.
La comercializacion ha sido concentrada a unos cuantos
géneros : Bacillus, Streptomyces, Aspergillus., Mucor y
algunos generos del macrofungt.,

Los microorganismos mas 1mportantes se ilustran en la

tabla 12.

TABLA 12 Microorganismos para la producclion comercial de

proteasas

Genero Especles

Bacillus subtilis var, amylosacchariticus,
amyloliquefaciens, licheniformis,
subtilis var. thermoproteol );{1 cus
.especies alcalofilicas,

Streptoceccus haemolytic sp.

Streptomyces fradiae, griseus. rectus.

Aspergillus flavus-oryzae, niger.

Mucor pusill us.‘ mi ehei .

Endothia parasitica.

Trametes sanguinea

C45d.

Proteasas de especies de Bacillus.
Muchas especies del género Bacillus producen

proteasas extracelulares durante el crecimiento.

Las especies protecliticas de Bacillus forman dos

tipos de proteasas, una proteasa neutra, la cual requiere

un ion metalico para ser activa y es inhibida por EDTA y

una proteasa alcalina, que contiene Serina eh su sitio
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activo y' es inhibida por diisopropilflucrofosfato (DFPD

pero no por EDTA

Desafortunadamente en muchos de los trabajos hechos
sobre las proteasas de Bacillus, no se incluye una
clasificacién propia del microorganismo utilizade. Esto

ha causado mucha confusi1én, especialmente con lo
concernhiente a las proteasas producidas por B, subltlis y
microorganismos relacilonados. Una de las razones ha sido
la antigua definicidn poco ¢lara de las especies.
Con base en la clasificacién hecha por Smith. Gordon
y Clark €1952) y Welker, Campbel !} €1967) el grupo

B.subtilcs compr ende ahora: B. subttlls, 8.

amyloliquefaciens. B. lichentiformis y B. pumilus

Dos de las mas 1mportantes proteasas alcalinas,
Subtilisina Novo y Subtilisina BPN son producidas por 8.
amyleliquefaciens, La Subtilisina Carlsberg, la cual es

el componente activo de la preparacion enzimitica

comercial Alcalasa, es producida por B. licheniformis .
La proteasa alcalina de B, punilus esta intimamente

relacionada con Subtilisina Carlsberg y la proteasa

alcalina producida por 8. subtilis var. amylosacchariticus

tiene preopledades intimamente rre)acionadas con
Subtilisina Novo (48,49,

1. Seleccidn de la cepa.

l.as cepas de Bacillus productoras de proteasa pueden

aislarse faAcilmente. Una muestra de suelco pasteurizada se

rocia sobre un medioc de agar conteniendo una dispersidn de

una proteina inscluble y se recogen las colonias que

muestran zonas claras alrededor por la hidrélisis de la

proteina. El método no puede utilizarse para encontrar
cepas altamente productoras porque no existe siempre una
correlacién entre e! diimetro de la zona y la habilidad

para producir enzima en un cultivo sumergide.
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Las cepas de 8. licheni{formts . por ejemplo. producen
2zohas muy angostas de hidrélisis de caselna aungque ellas
pueden ser extremadamente buenas productoras de enzima
cuando crecen bajo condiclones surergidas (46D,

El met odo de aislamiento puede per {eccionarse
mediante la utilizacién de condiciones especliales en el
medio de ais]lamiento. Si por ejemplo, es utilizado un
medico con unm valor de pH arriba de @ serdn obtesnidas
especlies alcalofflicas de Bacillus (89),

Estas bacterias son comunes en el suelc. pero ellas
no podrian crecer sobre un medio normal con un pH abajo de
7. Estas producen proteasas particularmente Gtiles a
elevados valores de pH.

2. Aprovechamiento de la cepa.

La finalidad de la microbioclogia industriai es
cbtener cepas ceon productividad lo mias elevada posible.

Las cepas silvestres (no cultivadas), generalmente
producen muy poca <antidad de enzima come para ser
utilizadas en procesos comerciales. Sin embargo, en
mUchos casos es posible obtener un incremente sSubstancial
en la produccidén por una simple seleccidn en donde el
cultive se rocia sobre un medio adecuado, ¥y las colonlas
se recuperan 1nd1virdua1ment.e ¥ se prueban en matraces con
medio. El meétodo puede mejorarse utilizande mutagencs y
técnicas especliales para detectar a los mutantes utiles.

Una forma valiosa de aprovechar una cepa es por el
aislamiento de mutantes esporulados, Tales mutantes
pueden carecer completamente de proteasa alcalina.
es incluida en la secuanecia de esporulacidn. Esto se ha
utilizado en el desarrollo de un mutante de B subtilis el

la cual

cual produce proteasa neutra solamente (5S0).

Los mutantes esporulades para la produccién de

proteasa alcalina pueden tener producciones de enzima
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mayores que lac de la cepa patron. Se han reportado en
ésle caso aprovechamientos de arriba del S00% (35>,

3. Fermentacion.

La fernentacién requiere inicialmente del aitslamento
de una cepa propta de bacteria, despues de la seleccion
del medio de cultivo mds eficiente y sus cond!cxcnes.l El
‘cultive se inicia en frascos de laboratorio a
fermentadores seguido por la transferencia a lfermentadores
en planta piloto <89,1200.

El medio debe contLener una fuente de protefinas,
carbohidrates y munerales convenientes para éste fin.

Un medio tipico para la produccion de enzima es el
sigui ente: Almidén de papa 3% . harina de soya 2.5%
granc de cebada 8% , CaCOs 0.4% . aceite de soya 0.4% ,y
agua de la llave 85, 7% Co8d.

La bacteria se cultiva en condiciones estrictamente
asépticas en un equipo convencional para fermentac{déh
sumergida. En la figura 16 se presenta un diagrama de
flujo del procesco de fermentacion.

FIG.1S Proceso para fermentacién sumergida (45,881,
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Los requerimientos del equipa i{ncluyen un tanque
mezclador del medio de cultivo de acere Llnoxidable., un

fer mentador de siembra o intcial y un fer mentador
princi pal.

Los tanques de fermentacian son totalmente cerrados y
equi pados con lineas de aire, agitadores y cubrimientos o
serpentines para mantener la temperatura constante.
General mente también se hace un acondicionamiento para el
contrel automatico del pH y de la espuma.

Ya que el éxito de la fermentacidon depende de la
ausencia de microorganismos extrafos, es importante que el
aire 1ntroducido se esterilice pasandolo a travées de

cojines o filtros.
El procesc de fermentaclédn puede describirse como

sigue:
Todos los ingredientes del medic se combinan con agua
de la llave en el tangue de mezclado, se Lransfieren al

recipliente de fermentacidén y se calientan al menos a 115°C

por 1 o 2 horas por lnyeccidn de vapor. Después el medio

se enfria a 30% aproximadamente (9S82,

La cepa productera pura, la cual ha sido almacenada
en forma de liofilizado, se inocula dentro del medioc
nutriente en forma liquida o sdélida. Después de 1 o 2
dias de incubacién a temperatura adecuada ., el crecimiento
se transfiere por la puerta de inoculacién al fermentador
inicial o de siembra, el cual contiene un medio
esterilizadc de aproximadamente la misma composicidén de
agquel del fermentador principal.

El medio se aerea por un flujo de aire filtrado a
través de rociaderas en el fondo del fermentador a una
velocidad de aproximadamente un volumen de aire por
volumen de medio por minuto. La distribucién del aire se
mejora ademas por agitacién vigorosa del contenido del

as



fermentador.

La temperatura se controla exactamente a 37°C. El
numero de microorganismos al tiempo de la inocuylac:én es
general mente 10° por ml. Después de cast 10 generacionhe-
el contenido del fermentador fnicial se transfiere al
principal. En éste continua el crecimiento

fermentador

bajo aereacion y agitacidon hasta que la produccion de

enzima se detenga , generalmente después de 48 a 08 horas
€453,

Durante la fermentacidn se tomah muestlfas y se
determina su contenido de enzima (5).

La formacion de espuma se controla por la adicien de

pequefias cantidades de agentes antiespumantes como

peliglicol.

Podria uttlizarse un control de pH pero generalmente
no es necesaric si la capacidad reguladora del medio es
razonablemente elevada.

La composicieon del medico es importante para el
Muchas especies de Bacillus utilizadas para
sobre medio

rendimiento.
la produccidn de proteasas pueden crecer
sintético, pero la produccién de la enzima seria baja en
tal medio. Por lo tanto se utilizan siempre en los medios
comerclales fuentes de proteina que se selecciconan de
acuerdeo a su precio principalemente.
¥y los aminoicidos libres reducen la produccién de proteasa
En la tabla 3 se

Los icnes de amonic

y por lo tanto se evita su inclusién.
enlistan algunas fuentes de proteina.



TABLA 13. Fuentes de proteina para la

produccidn de

proteasas. (Con un contenido de proteina
aproximado en % O
Proteinas vegetales %
Harina de semilla de algodén 50
Harina de cacahuate 8c
Harina de soya 50
Maiz 10
Gluten de matz S0
Malz remojade 28
Salvado de trigo 18
Salvado de arroz 15
Proteinas animales
Caseina 90
Suero de leche 35
Lactoal bdmina 80
Hidrol{zado de carne 50-80
Harina de pescado 70-B0O
Albtmina sanguinea 80
Proteinas micrcbianas
Extracto de levadura S0
Destilados seces solubles 30-40
Levadura de forraje S0-80
“Levadura de petroéleo’ 50~80
<s51).

Como fuente de energia se utilizan carbohidratos ,

tales como almidon, hidrolizade de almidén,
La utilizacidén de un acide organico como fuente

Sacarosa.

dextrosa o

principal de energi{a ha sido reportada por Niwa (931D,

El medic puede contener ademis sales
se ha comprobado que la adicién de boratos reduce

fosfato,

tales como

la formacidéh de baba y mejora los rendimientos (52).
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El balance correcto entre carbohidrato y protelna es
importante para la produccién y la economia de! proceso.
aunque la proteina puede estar presente en elevada
concentracion, e]l carbohidrato no debe estar en exceso.
Una forma conveniente de lograr el equilibrio entre los
nutrientes es afMadir carbohidrate durante la fermentacidn
de modo que SOl0 esté presente =n el medio en todo Liempo
de la fermentacion una baja concentracién de éste, Psta
téchica fue utilizada por Guntelberg en su trabajo inicial
sobre Subtilisina Carlsberg . y se describid recientemente
para wun proceso industrial en donde se mantiene la
concentracién de carbohidrate en el medio entre O.4% y
1.0% y se reporta un mejoramtento en 1a produccidén de mas
de 100% (S530.

La produccién continua de proteasa a ni vel
laboratorio se ha descrito por Jensen, quien utilizé un
mutante asporogénico en una fermentacién de dos etapas.
No se han dade reportes tocdavia de la produccidn continua
de proteasa a nivel comercial (54,

4. Purificacidn.

Cuando la actividad enzimatica en el medic de
fermenhtacién alcanza suU mAxXimo se detiene la aereacion y
la agitacién y el caldo se enfria rapidamente hasta casi
+°c para prevenir la contaminacidn microbiana. En 1la
primera parte del proceso de purificaciédn todas las
particulas se separan del caldc por centrifugacién y
filtracién € en esta fase las bacterias y la masa
insoluble de los componentes del sustrato son removidos D,

Este procesoc puede ser promovido por precipitacién de
por la utilizacidén

iminas de

sales de caicic y fosfatos en el caldo,
de floculantes tales como compuestos de

polietilens .
Posteriormente se eiiminan del caldo los pigmentos y



compuestos que imparten oleor. Esto se hace mediante un

tratamiento con carbon activado o por la adsorcion de la

proteasa sobre resinas intercambiadoras de iones seguida

por elucion (S4).
Posteriormente el caldo puro se pasa a Lraves de un
f1ltro para bacterias y se concentra a baja temperatura .
yYa sea por 4smosis lnversa o por evaporacién al vacio,
Finalmente ia proteasa se recupera utilizando
precipitacién por sales como sulfato de amonio © sulfato
de sodio , o disolventes tales comeo acetona . etancl o
1 sopropanol . El precipitado se recupera por filtracién y
secado a baja temperatura (453,
El contenido de enzima del

alslar ademids por un equipe de filtrado adiciconhal y Secar

precipitado se puede

por secadores rotatorlos al vaclo o por secado por roclado

en donde el polvo de enzima se muele y estandariza con

sustancias tales como clorurc de sodio o sulfato de sodio,
con el fin de prevenir el crecimiento de bacterias durante

el proceso de recuperacidn. El precipitado enzimatico se

mantiene a la menor temperatura posible, frecuentemente
menor a S°C. Durante todo el procesc de recuperaciédn se
sigue una rutina de muestreo de actividad enzimitica y
cuenta bacteriana (¢S8).

5. Presentacidén final de la enzima.

Previco a su comerciallizacidn el producto enzimatico
se estandariza con un material inerte, como sal-: por
Sin embargo, unha preparacién como ésta es
ya que se facilita la formacién

ejemplo,
inadecuada para su manejo,
de polve de enzima que puede provocar alergias o

intoxicacicnes. Por lo que se prefiere tener

preparaciones libres de polve, en donde los granulos de

enzima son encapsul ados en un surfactante no

1énico-iénice (45,



Los principales metodos para obtener las
preparaciones enzimaticas libres de polvo se describiran

mas adelante.
Proteasas de Bactillus firmus.

Aunstrup Yy Andresen (120 encontraron que el
microorganismo Bacillus firmus ., cepa NRS 783, cuando se
cultiva bajo condiciones convenientes puede formar yna
enzima proteclitica cuya composicién es particularmente
buena para su utilizacién en detlergentes, en donde muestra
resultados scorprendentes de alto valor de limpieza a muy
baja concentracién.

Con el fin de producir la enzima proteoclitica,
Bacillus firmus NRS 783 se cultiva bajo condiciones
aervbicas en un medlico nutritivo que contiene carbono
asimilable y nitrégeno, Junte con  otros hutrientes
esenclales.

Las fuentes disponibles de carbonc son carbohidrates
tales como sacarosa, glucosa Yy almidén o carbohidratos
contenidos en materiales como granos de cereal, malta,
arroz y sorgo. La concentracién de carbohidratos que se
incorpora en el medioc puede variar ampliamente, puede {r
desde arriba de 25% hasta 1 a 5%, pero generalmente se
recomienda que contenga de 8 a 10%. Les porcentajes se
calculan como dextrosa (D-glucosad.

La fuente de nitrégenc en el medioco puede ser de
naturaleza organica o inorganica. Las fuentes adecuadas
de nitrégeno inorginico son nitratos y sales de amonio.

Entre las fuentes corgdnicas de nitrdgenc utilizadas
regularmente en los procesos de fermentacién incluyendo el
cultivo de la bacteria, estan la harina de soya, harina de
semilla de algoddn, harina de cacahuate, caseina, licor



remojado de malz, extracto de levadura, urea y albumina.
Ademss el medio de cultivo puede contener elementos traza,

La temperatura a la cual se lleva a cabo el cultivo,
generalmente esta dentro del rango que se emplea para e!
cultive de especies del género Bacillus ( 30 a 40°¢C 3.

Ya que el cultivo se llieva a cabo en coandiciones
aerobicas ., ®s necesar:o hacer usc de la aereacion
artificial en Jlos tanques de fermentacion durante el
crecimiento de la bacteria. La cantidad de aire utilizado
es similar al que se utiliza en los pProcesos
convencionales de cultivo.

Durante la ejecucion del cultivo se prefieren
generalmente los valores alcalines de pH. Esto se obtiene
por la adicién de reguladores adecuados tales como
carbonato de sodio o una mezcla de carbonato y bicarbonato
de sodio después de la esterilizacién del medio.

Después de la fermentacidn , las preparaciones de
enzima liquidas se producen por la remocidn del material
gruesc del caldo o, si se desea por concentracién del
caldo por evaporacién a baja temperatura o por ésmosis
inversa. Finalmente se pueden aNadir al caldo
preservatives,

Las preparaciones sélidas de enzima se preparan de la
purificacidn ys/¢ concentraciédn del caldo por precipitacidn
con sales, tales como sulfato de sodico o con agua o
disolventes miscibles tales como etanol o acetona; puede
ser empleada también la eliminacién del agua en el caldo
per métodes de secade adecuados como el roclado en seco,

En el siguiente ejemplo se llustra el método
descrito:

Se cultiva a 30°C y agitacién rotatoria (220 r.p.m.D
una cepa de Bacillus firmus NRS 783 en un matraz
Erlenmeyer de 500 ml. conteniendo 100ml. de medioc con la
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siguiente composicién:

Compisicion del medio ’ cL g1

atmiddn de papa 40

Cebada 100

Harina de soya ' %0

o

caco, s

Aceile de sova .3
mzo).

Despues de 8 dlas de {(ncubacidn se determuna la
actividad proteclitica del cultivo., utilizando el métode
de hemcglobina de Anson. en donde el pH del sustrato se
ajusta a un valor apropiado con hidréxido de sodio.

El almidén del medio se hidreolioza con a-amilasa y se
esteriliza por calor a 120°%¢ por 45 minutos. Después de
la esterilizacidén el pH del medic se ajusta a ©.7 por
adicidn de 10% de solucién 1 M de bicarbonato de sodio.
Después del cultivo, la actividad enzimitica del caldo se
determina a pH 7.5 y se espera obtener alrededor de 50
UA~1l ¢ Unidades Anscn por litrod.

Villadsen y Vestberg 20y encontraron que uyn
microorganismo del género Bacillus que se aisld de una
muestra de agua de mar del Oceano Paci{fico. es capaz de
producir una enzima proteclitica o mezcla de enzimas que
son fuertemente activas no solo en alcalinidad elevada,
sino también en presencia de peﬁboratos y polifosfatos
general mente presentes en las composiciones detergentes.

Comparado con los géneros de la familia Bacillaceae
descritos en el Bergey's Manual of Determinati ve
Bacterioclogy [t Y] . ¢ste microorganisme es mas como



Bacillus firmus que como ningun otro de Jlas especles
descritas, pero varia de aquel en lo que respecta a la
utilizacion del citrato y a la hidrolisis de caseina.

f.ste ha sido nombrado por lo tanto, Bacillus firmus
var. Arosta y se ha depesitado un cultivo en la colecci6é6n
nacicnal de bacterias :1ndustriales en Aberdeen bajo el
humero 10857, De éste modo, éste procesa se caracteriza
porque la cepa de B. fLrmus var, Arosia se fermenta bajo
condiciones aerdbicas en un medio adecuado. el resuyltado
son enzimas protecliticas que se recuyperan de la solucién
de fermentac:ion.

La 1ncubacién del mucroorganismo puede tomar lugar en
un medio de agar de Soya .preferiblemente a pH 10 . aunque
un valer mayor o menor de pH se puede utilizar tambien,
E! periodo adecuado de incubacidn es de 24 horas a 37%.
La propagacién posterior tiene lugar eh un recipiente
largo de la manera comUn de una fermentacicén aerobia
sumergida. en un medioc que contenga carbohidratos como
lactosa, sacarosa, dextrina y almidén de papa y cebada;
compuestos nitrogenados como nitrateos, sales de amenio,
urea, proteina de soya y caseina y fosfatos como fosfato
de sodia, potasio y polifosfatos, Jjunto con sustancias
reguladoras, trazas de compuestos de metales pesados y
otros compuestos comunes. El siguiente ejemplo es
{lustrativo de una fermentacién acuosa s medio 3%

condiciohes pata propdsitos de propagacidn.

Ejemplo 1:
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Composicicén del medio ) %

Santrira .. -

Harina desgrasada de wsoyc L
Sacarosa 5.0
carbonate de wadia o=
Bicarbonatlo de sodio o.9
Polifosfato de triecdio 0.9

Condiciones de fermentacion

o
Temparalura 80-40 C
Tiempo 30-70h,

Aereacidn, vol.airesvol. tl quidermin  1-2 .

La fermentacion principal se puede llevar a cabo en
un medio acuoso de fermentacidn conteniendo los mismos
ihgredientes del medic de propagacién con- la posible
adicion de un agente antiespumante. En el ejemplo
siguiente se ilustran los lngredientes del medio y
condiciones de la fermentacidén principal.

Ejemploc 2:

Medio acuoso de fermentacién contenido en
100m”C 100,000 1).

Kg.
Malz 300
Harina de eoya 3300 .
Sacarosa 3000
Carbonatlo de scdio P00
sicarbenato de sodio »o

Polifosfato de trisodic 189

Las sales reguladoras se esterilizan por separado y
se affaden bajo condicicnes estériles después de la
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eslerilizacién de la porcién principal. Las condicienes
de formen'.acx:on son:

Temperalura s?ec, Liempo as h., PM aproximado
7. 910, A.r-n’uOn tvol. awresvot. Lliquidormn.) 0.3,

De la fermentacién resulta una producciédn de enzima
con alrededor de 250 UA-l de actividad. medida a S5°C y

pH 9.

Crecimiento de Bacillus subtilis en presencia de

detergente.

El proceso de Fukumoto, et. al., am relata la
produccion de una proteasa alcalina resistente a
detergentes mediante el cultive particular de cepas
selectas de Bacillus subtilis obtenidas del suelo o de
varios productos comestibles procesados. -

Se ha encontradoc que la proteasa alcalina producida
por algunas cepas especificas de 8. subtilis muestran una
fuerte resistencia a la desactivacidn por todos los tipos
de agentes de superficie activa.

Las cepas de 5B.s5ubtilis pueden clasificarse dentro de

cuatro tipes con base en su producceisdn de proteasa.

Tipo 1:
El primer tipo le constituyen las cepas de B,
subtilis producteoras de amilasa. Estas cepas tienen una

pronunciada habilidad para producir proteasas neuthas,
ademads de que pueden secretar proteasa alcalina sélo en la
altima etapa del cultivo, y la proteasa neutra desaparece
gradualmente conforme se produce la proteasa alcalina.
CFiguras 20.%f y &1.1). Bajo eéstas circunstancias la
cantidad de proteasa alcalina acumulada es relativamente

baja.



Tipo 2

El segundo tipo puede producir ambas, la proteasa
aicalina y la neutra al mismo tiempo y, en ecie caso, el
decremente en la actividad enzimatica ocurre en yn Liempo
comparatilvamente cortc debido al efecto que cada proteasa
ejerce sobre la sintes;s de la otra. (Figuras 20,2 y
21.2).

Tipe 3:

El tercer tipo de 8 sublilis puede producir solo
proteasa alcalina y, en este caso se acumula una notable
cantidad de proteasa alcalina a causa de la carencia de la
interaccion entre dos proteasas. Este tipo incluye a las
cepas de B, subtili:s aisladas y empl eadas en el proceso de
Fukumoto. (Figuras 20.3 y 21.3).

Tipo 4:

Las cepas del cuarte tipo de 8. subtilts producen
solo proteasa neutra. (Figuras 20.4 y 21.40.
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FIG. 20 Produccidn de proteasa por 4 cepas diferentes de

Bacillus subtills




FIG. 21 Actividad de proteasa en funcién del pH <183,
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La actividad de la proteasa descrita en el
proced: mientc de Fukumoto fue determinada pPor el siguiente
procedimiento:

A S5 ml de caseina ai 0.6% se le agrega 1 ml de
solucién de enzima a 30°C. Despueés de 10 minytos., s*&
detiene la reaccion mediante la adicién de S ml de una
nezcla de Acldo Lriclorcacetico contenitendo 38 ml de Acido
triclorcacético al S0% (prvd, 220 ml de acetato de sodio it
M., 330 ml] de acido acético 1 M. en un volumen total de un
litro.

La caselna no hidrolizada se precipita y el
precipitado resultante se filtra utilizando papel fllirc
No. B8 . Se mide la densidad dptica del filtrade a 75 nm.
contra un blanco de sustrate.

El blance se prepara affladiendo S ml de mezcla de
Aclido triclorocacético a 1 ml de solucion de enzima y luego
se aNade la caseina y se incuba a 30°¢C por 10 minutos,

Una unidad de actividad de enzima se define como la
cantidad de enzima que libera materiales solubles de Acido
tricloroaceético equivalente a 10 g de tirosina por 10
minutos.

Las curvas respectivas de pH C figura 21 ) se
cbtuvieron por el procedimiento mencionade anteriormente,
con la excepciétn de que el pH apropiado se obtuve
uti{lizande un amortiguador.

La actividad enzimatica se determina como’ un
resultado del efecto que tiene la enzima sobre la casefna.
Cuando la caseina es hidrolizada por la enzima se libera
una cantidad de tirosina, ademas de otros amincaAcidos.
Por 1o que la cantidad de tirosina 1liberada puede
utilizarse comeo una medida de la actividad de la enzima.

Esto se puede relaciocnar facilmente a ia cantidad

especifica de tirosina pura por el uso de absorcién



ultravioleta, Por ejemplo, la tirosina tiene una
absorclén especifica a 875 nm. La diferencia entre la
absorcién del material de prueba y el blanco comparada con
una cantidad conccida de tirosina (ejemplio 10 wg), en esa
longitud de onda nos permite conocer la actividad de la
enzima,

Los microorganismos utilizados en éste process son
cepas de Bactillus subtilis que tLienen la propiedad de
poder crecer en presenclia de lauril! sulfato de sodio.

Las fuentes hormales Yy procedimientos para la
obtencidn del B. subtilis descritos en la literatura son
utilizables para el aislamiento de cepas operables en éste
proceso con la condicidn de que las cepas alstadas deben
pocseer comS Una propiedad lsa capacidad de crecer en
presencla de lauril sulfato de sodio. Esto, sin embargo,
no quiere decir que el medio utilizado para la produccidn
de la proteasa alcalina deba contener lauril sulfato de
sodio.

En la tabla 14 se comparan S muestras de proteasa de
Bactllus subtilie pura en lo que respacta a pH éplimo,
temperatura optima, estabilidad de pH y resistencia a
varicos inhibidores <1@).
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TABLA 14. Comparacién de las proteasas producidas por
diferentes cepas de Bacillus subtilis.

Proieasa neulra Proteqea alcalina
I I1 1 11 I1rl
PpH optimo 6a.8-7.3 7 10.3-10.7 10.5-11

Rango estable de pH 6.0-9.S 8-10 5.8-10. S.6-11.2

Temp. dptima

tsmin. reaceidm’e S5 S S5 S5 55
Resistencia al

calor (bajo presens

cia de ca’c 50 50 B0 50 80

Influencia de tnhibidor

tactividad reardual relativa® después de th . de incubocton

<
a pH 7.3 y 30 Q.

EDTA ¢5x10 %0 0 o e8 o8 sa
OFP c2.5x0 o 100 100 4 =58 2
PPI €0.050 100 100 14 18 1
Cuso, C5x1 07 s 15 75 o8 90
HgCl,CSx1 0™ a 8 12 17 T
Tween 20 €O.5% 8s 80 100 100 100
Triton X~100 €0.05%0 ©2 o4 os a8 o8
sLs co. 2% o ) se o 93
BKCL €0.2% o ) e 38 o7
ABS (Sx10 0 o 0 4 30 20

» Actividad relativa:r cada solycidn original de enzima fue

dilul da a una concentracidn de 100¢Lig-ml <on agua
. o

fria, mantenida a ”0 C por una hora como un controt.

Estos controles fuercon asignados a una actividad de to0

con ol propbeito de comparar la aclividad permanente

después de variom inhibidores .
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NOTA! EDTA = dcide  eul®n  diamino  telra  aciico;  DFP

- Duiwopropll » lusralostats:; a1 - Lt - i emann
ds papa; WLE * laurit sulfato de sodio; BKCL *  cloruro da
benzalconie: ARS . Atkilbencensulfonate! Tween 20 -
Monelaurato de polioxielilenc e sorbitdn; Tridn X=-100 =z

Alcohol polieloxt de isoociiifenilo o)
Proleaea reutra 1 y protecsa alcalina I separados y

purificadas individualmentie de un cultsvo oo medio Liquids

de B. subtilis var. amyloligquefaciens : Proteasa neulra I
separadoa b4 purificadas
de cultive 1 quide de B.

y proteasa atcalina nm:
individualmente de un medio
subtilis var. amylosacchartticus ue,

Como se muestra en la tabla 14 la proteasa alcaltna
111 producida por las cepas de B. subtilis pertlenecientes
al tercer tipoe descrito anteriormente y aislada de
acuerdo a eéste procesc exhibe una notable resistencia
contra la inhibficién por agentes de superficie activa
ionicos © no iénicos . Esta resistencia no se encuentra
en las proteasas alcalimas o neutras producidas por cepas
de B, subtilis del primero, segundo y cuarto tipos
Cproteasa neutra I y II, proteasa alcalina I y II 2. Las
propledades de resistencia a la inhibicién por agentes de
superficie activa y elevada estabilidad y actividad bajo
condiciones alcalinas. son altamente deseables para las
enzimas utjilizadas en lavander{a y productos detergentes.

Ademds, las cepas de Bacillus subtilis pertenecientes
al tercer tipo se diferencian de otras cepas en que crecen
muy bien en un medio con una concentracién de 0.15% de
lauril sulfato de sodio y pueden producir la misma
cantidad de proteasa agregando al medio lauril sulfato de
sodio © no.

Por consiguiente, mediante la utilizaclién de las
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propledades reveladas en la tabla 14, la proteasa alcalina

producida po}- cepas de B. subtilis que tienen resistencla

no solo contra SLS, sino tambieén contra otros muchos

detergentes, puede ser secretada y aislada sin dificultad.

En este proceso se llevo a cabo un cultive con 8.
subtilis del tercer tipo, en un medio liguido o s6lido.
Generalmente se prefiere un medio liquido y en ‘este caso

el cultivo se lleva a cabo con aereacién y aglitacion

C18.190.

Ejemple 1:

Se hace un cultivo tnicial de
CATCC No. 21415) en medio llquido de extracto alcalino de

soya (conteniendc 5% de extracto de soya., 3% de dextrina.
1% de fosfate de amonio, 0.03% de KC1 y ©0.02% de
MgSO‘.7HzO > a 35% por 2 dJdias con pre-propagaclidén
Ccultivo con agitaciond. El cultivo principal se lleva a
cabo utilizando el cultive (nicial obtenido en el mismo
medio que el empleado anteriormente con agitacién a 37°C.
La agitacidn que se recomienda es de 120 a 180 r.p.m. ¥ la
cantidad de medio es SO ml por S00 ml en frascos
“Sakaguchi*.

Después de aproximadamente 20 horas la proteasa
alcalina se empieza a producir ¥y alcanza un valor mixdmo
C1300C unidades-ml> despues de 50 horas. Durante el
cultivo el pH Se mantiene entre 7 y 8. También se produce
una pequefia cantidad de amilasa €0.5 a 1.0 unidades- ml) y
una muy pequefla cantidad de hemicelulasa. Sin embargo, no

Bactllus subtilis NSI

se encuentra proteasa neutra o celulasa.

Al final del cultive, se ajustan 10 litros de medio
para dar una concentracidén final de 0.05 M. de dal de
calcio por adicién de sal de calcio soluble en agua y
ajustando el pH a 8 con hidréxido de sodio 1 N. y el
precipitado resultante se elimina por centrifugacion .
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Cuando se encuentra en ®l fllirado una peguefa
cantidad de matertal mucoso sSe  agrega cloruro de
benzalconio, para dar una concentracién final de O©. k.
Despues de dos horas de repose se flltra el precipitade
resultante.

la proteasa alcalina se precipita por adician de
.sulfato de amonico al filirado a una concentracidén rinal de
70% de saturacidn. Después de sedimentarse toda la noche
en fric, el precipitado se recolecta par filtracion y se
S5eca,

Despues de yna purificacién parcial per salado se
recuperan aproximadamente S00 g de preparacidn enzimatica
cen una aclividad de 200,000 unidades por mi [$3->

Ejempla 2:

Mediante el uso de la cepa de Bacillus subtilis A
CATCC No. 214160 se obtiene un cultive inicial por wi
misme metode del ejemple 1, se inocula en matraces de 500
ml contenienda SO ml del medic de fermentacidn que se
indica mas adelante, en una proporcidh del 10% Cde
y la fermentacién se lleva a cabo por 40 horas
En estas condiciones la actividad

volumend ,
como en el ejemplo 1.
de la proteasa alcalina alcanza 10,000 unidades-ml.

Composicién del medio de fermentacién
%

3

olucona
Almiddn esoluble £
Harina de soya
Fosfalo de amonic 0.5
Sulfate de magnesio

o. 08

replahidratade 1pH T
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Se afade cloruro de calcio al caldo de cultivo hasta

una concentracidén final de 0,05 M. y Se ajusta el pH a 8
con la adiciérn de hidroxido de sodio 1 N. Después de esto
el precipitado resultante se elimina por centrifugacion .
e enfria el filtrado a 4°C y se agregan dos volumenes de

acetona fria al filtrado dejande repesar 4 horas,

El precipitado se recolecta por centrifugacion , se
lava dos veces con acetona fria y se seca al vacio. Ay
se recupera un peolve seco café  amarillento. La

recuperacién es de 88%., y la actividad especifica <«

unidad de proteasa por mg de proteina > alcanza un valor

aproxi mado de 3 veces (19).

Ejemplo 3:
Este ejemplo se lleva a cabo siguiendo el
procedimiento del ejemplo 8 , excepto que la cepa de

Bactillus subtilts utilizada es B, subtilis M CATCC No.

214173, La actividad que alcanza la proteasa alcalina es

de 8000 unidades por ml en 40 horas (18D.

Ejemplo 4:

Este ejemplo se puede llevar a cabo siguiendo el
procedimiento del ejemplo 2 . excepto que se utiliza la
cepa de Bacillus subtilis N CATCC No. 21418, La
actividad de proteasa alcalina que se alcanza es de 7000

unidades por ml en 40 horas (192, .

Se puede afirmar que un proceso para la produccidn de
proteasa alcalina tiene un rango ¢ptimo de pH de 10.5 a
11.0, un rango de pH estable de 5.5 a 11.2 y una
temperatura déptima de 55°C. teniendo una resistencia a la
inhibicidn por agentes de superficie activa comprendido
dentro del cultivo de cepas seleccionadas de Bacillus
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subttlis : ATCC 21415, ATCC 21418. ATCC 21417. y ATCC

21418 en un medio nutritivo adecuado (19>,
Proteasas de Bacillus alcalophilus,

Una cepa de Bactllus calecalophilus NCTC 4553 CNCIB

8772) puede cultivarse a PpH relattvamente alto, de

preferencia entre 7 y 11 y tLiene crecimenio optimo a pH
entre 7.8 y 9.0, La produccién de la enzima proteolitica
por Bacillus alcalophtlus es baja y es insuficiente para
por ejemplo en composiciones de

Vroemen @25 desarrollé

su explotacién comercial,
lavado como aditivo biclégico.
un procesoc para la produccion de la enzima proteolitica
con altos rendimientos utilizando B. alcalephilus y baja
concentracion de iones sulfato en el medio de cultivo.

El punto clave del procesc reside en el hecho de que
la produccién de la enzima por B. alcalophilus esta
grandemente influenciada por el contenido de ion sulfato
en el medio. Una elevada concentracién de éste proveca
bajos rendimientos de produccidén. Por 1o tanto, la
produccidn de la enzima se incrementa considerablemente
por la reduccién de la concentracién de ion sulfato del
medic de cultive.

El agua de 1la llave generalmente contiene una
concentracidén de ion sulfatc mayor de 3% mg-/l , pudiendo
alcanzar valores hasta de 70 mgrl. El agua con eéstas
caracteristicas no puede ser utilizada como disolvente del
medio de cultive del proceso para obtener elevados
rendimientos en la produccidn de la enzima.

Para preparar el medic de cultivo se wutiliza
preferentemente agua destilada o desionizada y a ésta se
agregan las fuentes necesarias de nitrégeno, carbono

asimilable y otros compuestos comunes teniendo cuidado de

106



que e! contenido del 10on sulfato sea rigurosamente
control ade yA sujeto a un minimo <asi por debajo de 35
mg-sl.

Durante e)l cultivo de B, alcalophilus .el pH del
medio deber a suyjetarse a valores de ? a 11,
preferentemente de 7.8 a4 10.0 y esto se realiza utilizando
soluciones reguladoras como carbonato., hidréoxido de sodio
o acido cloridrico.

Ademis del carbono asimilable ¥y nitrégenc organico el
medio de cultivo debe contener también otros compuestos en
pequefias cantidades. tales como Ca, Mg. Mn, Fe. K, Co, Cu,
2n. B. Mo, Br y I. Pueden estar presentes otros
ejementos Lraza peroc no Son esenclales. Para mantener la
concentraciéon de sulfato tan baja como sea posible los
compuestos no se agregan en sulfatos sino en cloruros y
nitratoes,

Generalmente 1la maxima produceion de enzima se
obtiene en un periodo de fermentacidén de 1 a S dias. La
enzima producida se ajisla y purifica si es necesario por
mé'.o_dos ya conocidos. Esta se puede emplear como un
compenente bioclégicamente activo en preparaciones de
lavado en combinacién con agentes de superficle activa y
otros aditivos convencionales (28).

Ejemplo:

El cultivo de Bactllus alcalophtlus NCIB 8772 se
lleva a cabo en frascos de fermentacidn conteniendo 100 ml
de medioc basado en agua destilada y el resultado se
puede comparar con el de otro medioc preparadc con agua de
la llave.

Se prepara UnA solucidén por medioc de la disclucisn de
0.4 g de caseina, 2g de extracto de levadura y 10 g de
K HPO aforando con agua a 700 ml y ajustando su pH a 8.5.
L.a solucién se esteriliza a 120°C por 20 minutes.
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Se prepara una segunda sSoluclién por diseclucien de
0.16 g de CaCl,.HO . 0.58 g ce MgCl .GH O . 0.010 g de
Mnclz- 4H:0 s 0,005 g de FOCI..OH:O ¢+ 25 g de sacarcesa Yy
1.4 g de aAcido citrico en agua llevada a 200 ml. Se le
ajusta su pH a 6 con solucidn acuosa de NaOH y la solucion
se esteriliza a 1EO°C por 20 minutoes . Se prepara otra
solucién conteniendo 10.8 ¢ de carbonato de sodic 1)levada
con agua a 100 ml, se esterlilza a 120°C por 20 minutos,

Las tres sclucionhes preparadas se me2clan para fformar
un litro de solucidén base.

La 1noculacion gel cultivo se hace con B.
alcalophitlus en caldo Trypton de Soya conteniende O.1
mol #1 de carbonato de sodio . y el cultivo se fermenta con
agitacioén a 35%¢ por 24 horas. Las fermentaciones se
l1levan a cabo a casi 35°C con el medic base preparado con
agua de la liave Cla cual contiene aprox. &9mg de SO.E 2%
¥ con el medio preparado con agua destilada , en cada caso
con y Sin adicidn de 50 mg de sulfato de sodio anhidro por
litro.

Durante las fermentaciones no se agregan socluciocnes
alcalinas o 4cidas y el pH final es 9.8 y 7.8
respectivamente.

Los frascos se incuban con agitacién . Los

resultados obtenidos por la realizacidn de éste ejemplo se

muestran en la tabla 15 (25).
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TABLA 1S. Resultados de las fermentaciones con Bacillus

alcalophilus.

Madio mg de Na_80 mg so=/l Producedn Moraa de
- -
agregados. max.de enxzs-~ fermenta-
ma (UD~-ml)® cLon.

Agua
de llave - 89 1.100 28

S0 104 9850 3z
Agua desg-
tilada - o 3,300 28

S0 3S 1.200 28

& UDs Unidades Delft. 2,

Proteasas del grupo de Eomicetos termofilicos.

Craverli et. al.., ao desarrollaron un proceso para

la manufactura de proteasas de elevada actividad

proteoclitica en un rango de pH de 7 a 11 y temperatura de
45 a 85°% ¥y que exhiben estabilidad de minimo 1 hora a
Esta proteasa se obtiene cultivando

40°C a pH de 5 a 10.
ATCC No. 20380

el microorganismo designado como
perteneciente al grupo de los Eomicetos termof{licos en un
medio de cultive que comprende al menos una fuente de
carbona, una fuente de nitrégenc y una sal mineral en
presencia de una cantidad de alre de 0.2 a‘'1.0
ulslsmin. con agitacidn por 30 a 70 horas a una
temperatura de 38 a 4+s°¢ ¥y a un range de pH de 6. a 8.
Esta cepa fue aislada de una muestra de suyelo tomada de la
provincia de Pravia en Italia y sembrada sobre agar de

malta o extracto de agar papa glucosa y levadura.
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Ejemplo:
Se prepara una suspensidén de la cepa 1 PV F-434 CATCC
No. 20350) a partir de dos 1noculaciones de 2 a 3 dias.

sobre agar de malta o agar papa glucosa y levagura,

lavadas con S a 10 ml de solucidn salina fisiologica por
inoculaciédn dentro de un recipiente de 750 mi conteniendo
100 m de un medic de cultivo con la siguiente
15 g de harina de malz. 10 g de suero de
1 g de fesfato acido de potasio, S mg de
a 1

composiclon:
leche en pol va,
sulfato de z2inc heplLahldratado y agua para dilurr
litro.

El pH del medic de cullivo se ajusta
esteriliza a 1.ax°c por una hora y media, después se enfria
Se mantiene de 36 a 48 horas con

a 7 ¥y se

a 40-45°C y se tnocula.
agitacidén constante a temperatdra controlada de 43 a 4s°c.

El caldo de cultivo de 3 a S recipientes se utiliza
como inéculo para un fermentador de 10 ijitros que contiene
5 litros del mismo medio descrito anterjormente, Después
de aproximadamente 30 horas a 45°¢  con agitacién y

aereacidn., el caldo de cultivo obtenido se utiliza como

inéculc en una preporcidn de 10X para fermentadores de 20
litros de capacidad conteniendo 12 litres del medio de
Las condiciones de fermentacidén para la

cultivo.
temperatura de 43 a 45% .

produccién de la enzima son:
agitacion de 500 r.p.m. y aereacion de 0.4 a 0.8 ul-l/min.

Como agente antiespumante se afiade una emulsidn’ de

silicona.
Dospués de 48 horas cuando ol pH alcanza .un valer
aproximado a 7.8 y se alcanza una concentracion de 10 a 12

unidades protecliticas por ml, so interrumpe la

Con el fin de separar el micelio, se

fermentacidn.
Se ajusta

someten a centrifugacidén 100 litros de caldo.
el pH del liquido a un valor de 5.5 con acide clorhidrico

y después se aNade una sclucidn de 2850g de tanino en
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1500m! de agua . el liquido se mantiene con agitacidn
suave por 40 vmx nutos.

Del caldo se obtiene un precipitado escamoso al que
se le permite Scdimentarse por 3 horas a temperatura
ambiente. Del fondo del recipiente se extraen
aproxti madamente 20 litros del 1liquido que contiene el
precipitado 4acido y se someten a centrifugacisen a 600
r.p.m, .,

El precipitado separado se lava 3 veces con un total
de S litros de acetona y Se tritura, posteriormente se
seca al vacioc a temperatura ambiente. Con eéste méetodo se
obtienen aproximadamente 200 g de polvo de enzima color
café¢, de apariencia amorfa con una actividad equivalente a
32,500 unidades protecliticas por gramo. Su actividad
proteclitica se desarrcolla preferentemente a pH de 9 a 11
y a temperatura de 45 a 65°C y exhibe suficiente
estabilidad para aplicaciones practicas , tales como
aquellas relacionadas con productos detergentes (26).

IV.4 Formas fisicas de enzimas detergentes.

Debjido a su naturaleza proteinica, las enzimas pueden
provocar sintomas alérgicos en personas susceptibles.
Aunque las enzimas son sédlo alérgenos débiles, se deben
tomar algunas precauciocnes en su manipulacién, ‘ Las
proteasas son irritantes débiles. por lo tanto. necesitan

ser reduclidas a un minime abscluteo las concentracicnes de

enzima a las cuales estan expuestos los trabajadores de
plantas de detergentes (S.8).

Cuando se inicié el uso de las enzimas detergentes,
existia clerta desconflanza por los peligros que implicaba
la inhalacién de altas concentracicnes de polvo que
contenia una Mmezcla de enzima y detergente, La confianza
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en las enzimas se recuperd después de wna profunda
investigacioén realizada por la Academia Naclional de

Ciencias en los Estados Unidos que concluyd que no habla

ningun riesgo para el consumidor <C1, 1210,

A partir de entonces, los fabricantes de detergentes

y los productores de enzimas tuvieron que realizar pruebas

exhaustivas para demostrar su eficiencia e innocuidad

antes de ser lanzados al mercado (1),
Desde 1971 lns productos enzimaticos detergentes

fuercn esenclalmente enzimas molidas y estandarizadas.

Con el fin de eliminar el polvo y las diftcultades de Ja
inhalacién resultante en las plantas de detergentes, se

desarrollaron procesos para encapsular a las enzimas en

ne idnicos o
De ésta

materiales tales como surfactantes
policloruro de sodio (etilén gligol) como matriz.
manera la propiedad de formacidén de polvo de las enzimas

se elimina, y se resalta la estabilidad de la enzima en

presencia del polvo detergente.
Se han reportade varios métodos de preduccidn

.estable, esencialmente de granulados enzimiticos libres de

palva (1205.
A travées de los aMos., éstas formulaciones se han

perfeccionade gradualmente, Se hanh desarrolladoe nueves

tipos de precesos y los productos
dispenibles en varios tipos diferentes (80,
Algunas formas de hacer las preparaciones enzimaticas

encapsul ados estan

libres de polve son:

1. Se hace una preparacié¢én de la enzima con rellenos
y agentes ligantes dentro de pequefiocs granulos a menudo
rodeados por una capa de material inerte, tal como cera o
un derivado sclubie de celulaosa (5.

2. Se preparan los granulos en los cuales la enzima

es encajada uniformemente en cera soluble en agua. Este

se obtiene por un simple rociado en frio de una mezcla de

112



enzima, sal y cera, de tal forma que sean [formadas
particulas sut‘.ic.len!.omont.o grandes (1),

3. El mejor mélLtodo es el que Se describe en la
figura 22. La enzima se mezcla con aditivos, se granula
en un granulador, se seca en una plancha secadora de
fluidos y se reviste con cera en una segunda operacion
C3\y.

De esta manera pueden prepararse particulas de
cualquier tamafNo, las pariliculas se cubren coh una capa
mas © menos gruesa de cera por lo que la formacién de
polvo es minima.

Las especificaciones para ur producte como éste
normal mente estipulan que el polve de enzima formado
durante el proceso deberd ser menor que el correspondiente

1
a 0.5 pg de enzima pura por Kg de producte enzimitlico
C1d. .

FIc., 22 Preparacién de enzima libre de polvo.
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Tamblén es importante que el tamaflo de parttcula del
granulo enzimatico sea similar a aquel del detergente para
asegurar una mezcla homogénea y prevenir la Segregacion de
particulas de enzima durante el transporte y manipulacién

de] detergente (55,

Encapsul ados.
En la compalNia Glist-Brocades el encapsulade P se

produce por el rociado en frio de una mezcla de un fundido

ne iénico ¥ la enzima. por ejemplo la Maxalasa, £

encapsulado es relati vamente pequefio y de forma esférica.
Un L1 po de productoe encapsul ade decsarrollado

éste nueve tipo se basa en e}
En un

recientemente es el CX,
rociado en frio de un agente no idnico y la enzima.

procesc especial de revestimiente el polve enzimidtico es

reducido a niveles axtremosamente bajos.
Finalmente el encapsulado tipo F se caracteriza por
un nivel bajo de polvo de enzima y muy elevada

flexibilidad,
£n general la calidad de los productos sncapsulados

enzimaticos se analiza por las siguientes caracteristicas:
1. Funcionamiento durante sl ciclo de lavado.
2. Distribucién en el detergente.
3. Nivel de polvo de enzima,
4. Estabilidad en el detergente.
El primer paArrafo ha sideo descrito anteriormente.’
distribucidén del encapsulado enzimatico en el detergente

depende de la gravedad especifica del detlergente y de las
y de ambos tamafos de

La

particulas del encapsul ado

particula. Ademis puedes ser de importancia tambieén, la

superficie del encapsulado enzimatico.
la tabla 18 sintetiza algunos paramelros fisicos de

los tipos de encapsulados P, CX, y F, incluyendo aquellos

de un detergents de rocfado en seco,
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TABLA t6. Distribucien de parametros de encapsulados P. CX

y F.

Encapsulados P y CX (Maxatasad

Promedio de tamaffo de particula @ 300-3%0

Densidad (g/cm’l O.8%-0.9

Partl culas por gramo 11000 -1%000

Encapsul ados F (Maxacal F 400,000)

promedic de tamalo de partlcula 4 F90-700
0.73-0.9

bDensidad Ig/crr’l

Parti culas por grame 3300 -am00

Promedio de detergente rocfadeo en seco (1 -4 taza de

productod

pDensidad lgf:ﬂ\,l Q. 33-0. ¢

Detergente concentrade (1-4 taza de productod

bensidad ig/:msa .73
[

En el tercer punto, se consideran de importancia los
hiveles de polvo y la resistencia a la formacion del mismo
en la manipulacidn de los preparados encapsulados. Todos
los tipos de encapsulados mencionados anteriormente tienen
niveles de polvo extremadamente bajos. En especial. el
encapsulado tipo F muestra gran flexibilidad a la presidn
y como consecuancia no se forma polvo debide a la
raspadura, desgaste o rozadura.

Se puede concluir, con respecto a éste punto que’ los
encapsulados enzimaticos son tan seguros come muches otros
materiales base de detergentes, comoc lo indica el hecho de
que aproximadamente 75% de todos los detergentes de Europa
Occidental contienen enzimas hoy en dia sin reportar
ningun tipo de problemas <(8).

Considerandc el cuarto punto, relacionade con la
estabilidad en el detergente, es importante saber que

algunos componentes de los detergentes tienen efectos
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adversos sobre la estabilidad de la entima. lo que debe
tomarse en cyuenta para delergentes liquidos y en pol vo.

Los agentes de blanqueo. como perborato y bicarbonato
pueden Llener una 1nfluencia sobre la estabilidad de la
enzima en algunos Lipos de encapsulados ya que causan su
deterioro.

En la tabla 17 se presentan los valores normales de
estabilidad por seits meses de uh encapsylade de enzima de

proteaca de alta cal:dad.

TABLA 17, Estabilidad de almacenhaje de Maxatasa P en
detergentes en polvo C37°C; 6 meses).

Act:vidad residual €

En detergente sin blanqueador >98

En detergente que contiene 204

de perborato 65-75

C14>.

La estabilidad de la enzima en el encapsulado tipo CX
en detergentes es aproximadamente la misma que la expuesta
en la tabla 17 para el encapsuladc tipo P. El encapsulado
tipo F tiende a ser aun mas estable (14D,

Existe un descubrimiento reciente en tecnologia de
granulacién de enzimas. La granulacisen "“T" de los
laboratorios Novo emplea lo ultimo en tecnologia avarrzada
de encapsulados,

El disefic del equipo se realizé en la misma compaNia
incorporando los yltimos conceptos en tecnologla
computarizada, automatizacidn y control de flujo con ayuda
de la gravedad.

El granul ado T detergente representa un
perfeccicnamiento sobre los granulados existentes, lo que

se llama “friabilidad"®, esto  es, la propiedad de
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elasticidad del granulo, de dobiarse © ceder a una fuerza
mecanica.

Estas caracteristicas elasticas contribuyen a una
reduccion en el polvo resultante cuando las particulas de

granulado son rotas por abrasion mecanica (62,

Liquidos.
Para la aplicacion de enzimas

detergentes liquidos. los productores de enztmas han
liquidas, en éste

en formulaciones de

desarrollado preparaciones enximaticas
tipo de detergentes los problemas de formacion de polve no
existen (8).

Es mucho mas simple hacer preparaciones
le tanto han

enzimaticas

liquidas que preparaciones sdlidas, por
empezado a ser mds populares.

Las enzimas protecliticas se venden actualmente en
forma liquida y ellas parecen tener muy buena estabilidad
de almacenaje atn a temperatura ambiente (1D,

Las preparaciones liquidas pueden ser suspensicnes,
suspende en un

[g=218

en las cuales el polve de enzima Sse

surfactante no idnico y liquidos undformes

El funcicnamiento de enzimas liquidas es idéntico al
de los encapsuladoes. De aqui. que la atencidén deberia
ponerse solo en la estabilidad de la enzima durante el
almacenaje en detergentes liquidos.

‘En general , las enzimas proteoliticas pierden
gradualmente su actividad cuando estan en solucidén acuosa.
La wvelocidad de ésta desactivacién depende de la
PH ¥y otros componentes de la sclucién, tales
agentes secuestrantes y

temperatura,
come agentes de superficie activa,
Es menor la estabilidad de la enzima a
Generalmente los agentes

blanqueadores.
mayor temperatura y pH alcalino.
aniénicos son mAs perjudiciales para la enzima que los

agentes no idnicos.

117



Tambi én tienen influencia negativa para la
estabilidad de la enzima los secuestrantes fuertes en

elevadas concentraciones. La razén es que éstas enzimas

requieren un nivel mihimo de icnes calcic come elemento
esencial para su estructura activa,
Aunque anteriormente se ha mencicnade que las

preparaciones enzimaticas l1iquidas tienen buena

estabilidad, la vida de anaquel de la
detergentes liquidos no es tan grande como en detergentes
Esta afirmacion estd fundada en que la wvida

proteasa en

on pal vo.
media de actividad de la enzima. es alrededor de 2 a 4
semanas de almacenaje a 37°C en un detergente liquido.
Los detergentes liquidos de Estados Unidos en general,
producen mejores resultados que los detergentes de Europa
Esto se debe probablemente al hecho de que
americancs contienen

idnices que agentes

Occidental.
los detergentes liquidos
relativamente mas agentes no
anidnicos. En Europa los detergentes liquidos contienen
mas agentes anidnicos que agentes no idnicos.

Considerando el perfeccicnamiento en la establlidad
de almacenaje de enzimas protecliticas en formulaciones de
detergentes de lavanderia 1liquidos se ha puesto la
atencidn en el contenido y actividad de agua y en las
concentraciones de ionhes calcio presentes en los liquidos,

Ademids debe de tomarse en cuenta que los resultados
dptimos que se han obtenido en estabilidad de lLas enzimas
han sido utilizando detergentes liquidos con valores de pH
entre 7 y 8 Cl4).

En la tabla 18 se muestra la influencia de la

cantidad de agua en detergentes liquidos sobre la

estabilidad en el almacenaje de enzimas proteoliticas.
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TABLA 18. Estabilidad de almacenaje de Maxacal en un
detergente liquido de servicio pesado a Snoc,
Influencia de la actividad de agua.

Actlvidad residual <C%

Detergenie Ligquido Detergents LI quido
con ¢4Om de agua, <on 208 de agua y
20% de glicerina.

Una semana 13 8s
Dos semanas 2 7?3
155,

La tabla 18 nos muestra la aclividad residual de
Maxacal en un detergente liquido como tal y en otro en el
cual la mitad de agua fue reemplazada por glicerina. Por
medio de la reduccion de la cantidad de agua se incrementa

de manera i1mportante la estabilidad de almacenaje de una
enzima C15).

Se ha concluido que existe
almacenaje mientras menor sea la actlvidad

me jor estabilidad de las

enzimas en el

de agua.

En la figura 23 se muestra la influencia de varias
cantidades de iones calcio sobre un detergente liquido de
servicio pesado eurcpec, en la cual se grafica la
actividad residual de Maxacal contra el tiempo de

almacenamiento a 37°C en funcién de la cahtidad de iocnes

calcio.
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FIG. 23 Estabilidad de almacenaj)e de Maxacal en un
detergente liquido de servicio pesado en funcien
del contenido de calcia. iap’c . PH=7. =,

4,000 UAD-/g de detergente) ),

Se han obtenido enormes ventajas sobre la estabilidad
de almacenaje utilizando niveles de iones de calcic por

arriba de 150 ppm 1sd.
IV.S Regulacién y factores de seguridad.

Un producto enzimatico utilizado en el procesamiento

de alimentos debe ser aprobado por leyes que controlan los

aditivos para alimentos o© proecesos. Hasta ahora una
aprobacidn similar no ha sido requerida para el usc de
enzimas en otras {ndustrias. Sin embargo, las leyes

recientemente aprobadas en Estados Unidos de Norteamérica
y Eurcpa Occidental requieren que las nuevas industrias
quimicas ¥y de otros materiales, incluyendo enzimas
industriales cumplan con ciertos estandares, Esto
significa que los fabricantes de dotergentes tendran que
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notificar a las autoridades en su pals, de su 1ntento de

utilizar enzimas (5).
El wuso de enzimas en productes de lavanderia pronte

gozd de completa seguridad., y demostrd ser una operacion

altamente efectiva. En 1968, los datos de algunos

reportes al respecto. contradijeron a los resultados de

las pruebas 1niciales. Se observaron efectos adversos

sobre la piel y los pulmones de los trabajadores de la

1ndustria de delergentes como resultado de ]la manipulacién
e 1nhalacion del polvo que contenla a 1a enzima.

Debido a que este descubrimiento comenzd a ser

difundido ampliamente, la popularidad del use de enzimas

en productes de lavanderla declind., y muchos productlos

fueron retirados del mercado o reformulados sin enzimas

€75,
Antes de gque una enzima sea formulada dentreo de un
producto de lavanderia, es necesario considerar sus
detalle. Deben efectuarse

propiedades toxicolédgicas al
extensos estudios de seleccidn para asegurar la
conveniencia de un producto enzimatico en particular (83,

Algunas propiedades toxicolégicas de las enzimas
detergentes que deben ser consideradas son:

1. A semejanza de otros materiales proteinicos. la
inhalacién del polvo de enzima estd relacionada c<on un
alto riesgo de alergias respiratorias, tales como fiebre
del heno y asma., en personas susceptibles.

2. Las enzimas detergentes son proteinasas y pueden
irritar la piel humeda, leos ojos, membranas y mucosas
98,

Lo concerniente a la seguridad no termina con la
fabricacién del producto enzimitico. Es impeortante que el
productor del detergente especifique las recomendaciones
de vigilancia y control del producto.

Desde los aRos setentas, las enzimas detergentes han
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s1do fabricadas en forma granulada para suprimir la

emis16n de polvo dentro de! area de trabajo (6.

El problema de Ja alergia ha sido elimnado por la
encapsulacién de las enzimas y por la i1ntroduccion de
métodos adecuados de manipulacion y trancporte de los
encapsul ados en areas de trabajo bien ventiladas,
Finalmente se logro bajar los niveles de po!vo a cero por
largos periodos de tiempo. El problema de la irritacidén
ha si:de elinmunadeo evitande el contacto diresto con las
enzimas. El equl po de trabajo es cerrado y los
trabajadores usan guantes protecteores Yy antecjos de
segurildad (98).

Los elementos clave en el usc conveniente de enzimas
detergentes a nivel fabrica son:

Monitoreo de rutina del polvoe suspendido en ] aire
en la fabrica, un programa bien definido de instruccién
para la seguridad y manejo conveniente de éste material y

un manitorec periodico de examenes medicos de los

empl eados.

Las compafias que no sean capaces de seguir éste
no deberian de considerar el uso
[4-> 0

protocolo de seguridad,
de enzimas detergentes dentro de sus formulaciones

Los fabricantes de los detergentes enzimaticos
efectUan una serie de estudios en animales y humanos para
asegurarse de que los productos sean i{nofensivos en el
Los maAs importantes de tales estudios son aquellos
la patogenicidad del microorganismo
la toxicidad de inhalaciodn,
efecto irritante

uso,
destinados a juzgar
proeductor, la toxicidad aguda,
el potencial de sensibilizactién y el
ciza, 123.

Los estudics en ésta area son muy abundantes y muchas
patentes nuevas los estin tomando en consideracién para
perfeccionar las formul aciones de los detergentes

enzimaticos (70,
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En los Estados Unidos han sido recomendadas rigurosas
normas pars la baja emisién de polvo como consideracidn a
los trabajadores de fabricas de detergentes (124D,

IV.8 Especificaciones para detergentes enzimiticos.

Las preparacicnes enzimiticas téchicas contienen sélo
un pequefic porcentaje de enzima activa Ccominmente de 1 a
10%0. Por lo tanto, se debe especificar on las
descripciones del producto el método analitico utilizado.
Aunque internacicnalmente existen méltodos analiticos
recomendados muchos fabricantes wutilizan sus propios
mptodos de anAlisis. Un punto en comtn de éstos métodos
es que la enzima se incuba con uha proteina Chemoglobina o
caseina) por un cierto perfodo de tiempo bajo condicicnes
Se determina la cantidad de productos de
ya Sea directamente

estandar.
hidrélisis espectrofotométricamente.
ytilizando luz ultravioleta o dsspués de unirse con un

reactivo de color como el reactivo de Folin Ciocalteu o

&cido trinitrobencen sulfénico.
Algunas veces, la adicion de componentes tipicos de
detergente, tales como tripolifcesfate de sodic a la
se especifica con el fin de alcanzar un analisis
ésta practica es de

mnezcla,
llamsdo funcional. Sin embarge,
limitado valor a causa de las grandes variaciones en las
formul aciones de detergentes.

Generalmente el fabricante garantizarda una cierta
estabilidad de almacenaje bajo condiciones Osp;c.l!‘.lcas.
por ejemplo, una pérdida de actividad de mehos del 10%
durante el primer affic de almacenamiento. también debe
establecer los datos de estabilidad de la enhzima en sus
formulaciones con el fin de asegurar una satisfacteria
vida de anaquel del productc terminade (3.
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Tambi én las enzimas deben cubrir ciertas
especificaciones en consideracioén a la seguridad y
facilidad de manejo, {ncluyendo ausencia de materiales
toxicos y bacterias patdgenas, asl como un adecuyado tamafo
de particula y densidad (5D.

Las enzimas detergentes deben cumplir con estrictas
especificaciones de producto que garanticen su baja
contaminacién bacteriana similares a los requerimjientos

para los aditivos alimenticios (125D,

IV.7 Aplicaciones de detergentes enzimaticos.

Los primercs detergentes enzimiticos fueron
destinados inicialmente al limpiado de ropas de tLrabajo
excesivamente manchadas, tales como aquellas provenientes
de la industria del pescado, mataderos, panaderias y
hospitales. Las manchas sobre éste tipo de ropa contienen
un elevado porcentaje de proteina, por eso es logicoc el
uso de enzimas protéicas para removerlas. Sin embarge,
las manchas que contienen proteinas también se presentan
frecuentemente en el lavado de ropa doméstico. Esto se
debe a que aun en baja concentracidén, una proteina puede
actuar como ligando o fijador de otres componentes
haciendo dificil la completa eliminacién de la mancha.

La naturaleza catalftica de las reacciones
enzimidticas (dependientes del tiempo? permite sugerir que
las enzimas podrian ser mas efectivas en proceses de
remojo, en donde se contarfa con amplio tiempo para la
actuacién de la enzima. Sin embarga, la experiencia .ha
demostrado, que en muchos casos la digestién leve de la
proteina es suficiente para solubilizar a la mancha y las
enzimas detergentes disponibles son capaces de producir
éste efecto dentro del tiempo disponible en un ciclo de
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lo Ltanto, racional
as!

<

lavado normal de una maquina. Es par
utilizar enzimas en detergentes domésticos ardinarios.,

como en agentes de remojo.

£xastle una técnica reciente, la cual! ha demostrade

resul tades prometedores llamada pre-manchado, Antes del

lavado las sSecc)ones particul armente SUClas de las

prendas., tales como cuellos y pufics de camisas se
humedecen con un agente de lavado que es un liguide
enzimatice noe dilutdo, La elevada concentracidn local de
la enzima y del agente de lavado que se alcanza,
fuerie efecto scbre las manchas que pueden der eliminadas
<S>,

wjerce un

por procedimientos de lavado ordinarie

Lavado de vajillas.

Un problema comun en magquinas lava va)illas es

causade por residuos de alimentos conteniendo almidon, por

ejemplo de puré de papa, harina de avenha o spaghetli.

Este problema puede superarse por la utilizacioén de
un detergente conteniende una amilasa estable al calor y
ex generalmente necesaria una
que las enzimas

alcalina, Sin embarge,
reformul acidén del detergente, ya
cominmante disponibles son destruidas por el clero activo.

un compoenente normal de polvos para maqui nas lava

vajillas. Ademas la alcalinidad del detergente tendria

que ser un poco reducida 5D,

Detergentes de lavanderia de servicio pesado.

Como regla general no oxisten regquerimientos

especiales de formulacidén cuando se incluyen enzimas en

los detergentes de servicio pesado. Con base en la

enzimatica de 1.5 Unidades Anson-g la
de los detlergentes de lavanderia
0.7 a 1.2 %
productos

actividad
concentracidén de enzima
europecs estia normalments en el rango de
Durante el periodo entre 1868 y 1871, los
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.det.ergent.es de Estados Unidos fncluyeron enzimas en
ni veles ba jos, comunmente entre 0.25 v 0.5 %.
Recientemente existe una tendencia hacia cantidades
mayores que puede deberse a dos factores: temperaturas
bajas de lavado ¥y niveles reducidos de tripolifosfato de
sodio en los detergentes. La actividad encimatica se
reduce S0% por aproximadamente cada 10°C de descense en 1a
temperatura de lavado.

Las condiciones europeas de lavado son especialmente
adecuadas para la accidn de una enzima delergente. debido
a que la relacion tiempo-temperaturs es tal, que la
temperatura del agua de lavado se incrementa de 25 a o0°c
en 35 minutos. la enzima puede permitirse un tiempo ampl:ic
de reaccidén sobre la mancha antes de que se alcancen los
s0°¢. De aqui en adelante, la enzima es inhactivada por el
calor gradualmente y por el peroéoxide de hidrégene del
perborato de sodio, el cual comienza a ser activo cada vez
maASs .

En Estados Unidos las condiciones de agua de lavado
son de 11 a 15 minutos a 45-85°C. Sin embargo. las
temperaturas de lavado varfan considerablemente de una
regién del pais a otra, asi{ como de una carga de lavado a
otra dentro del mismo lavado doméstico.

En la rigura 24 se muestra el efecto de una enzima
proteolitica altamente alcalina derivada de Bacillus en
presencia de mezclas de tripolifosfato de sodio, carbonatoe
de sodioc y citrato de sodio. El efectoc fue medido
utilizande el métode de prueba de lavado de la Cosmetic
Speciality Manufactures Association C(CSMAY sobre EMPA 116
Csangre, leche y tinta sobre algoddén 100%> (126, 127).
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Fle. 24 Efecto de la enzima en formulacionss 2on
canti1dades reducidas de fosfato. M&tode  de
prueba CSMA. ropa de prueba EMPA 1106,
delergente estandar con contentdo ml nime de

fosfate de 4O%N. concentraciOn 2g-1.1 4oxsTP.2

vy 3 20usTP. zo-unzco!' ©. 3% de proteasa. 4 y 5§

ZONSTP 208cilrato de sodio ¢« ©. 3w de proteasa.

6 12nSTP 28% Na co_¢ o©. aw de proteasa 7 12wSTP
20% Nazco!oo.¢x de proleasa (98).

La accidn de la enzima sobre las manchas de protelna

puede ser ytilizada en detergentes enzimaticos baje

condiciones de lavado de agua fria a condicion de que haya

un ciclo previo de remojo al ciclo de lavado.

Productos especlales.
recientes ha habido un crecimiento en
Entre ésto:z

En los afios
productes de lavanderia de pre-tratamiento.
estan los productos mejoradores del lavado.
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General mente estos productos tienen la finalidad de
realzar la alcalinidad. el ablandamientc de agua y la
accioén blanqueadora y removedora de manchas.

En Estados Unidos los productos de pre-remcjo son
productos enzimsticos (120, 128D,

Otra Area de interes on ol campo de las
especialidades son los llamados agentes pre—sacamanchas.
Estos pueden dividirse ademis en los de base acucsa y en
los sistemas con base en disolventes hoO acuosos. Los
primeros estan designados generalmente para proteinas y un
grupe de manchas compuestas de pigmentos vegetales; y los
segundos estan dirigidos a manchas con base en grasas y
acelites.

En eéstos productos especiales se utilizan enzimas
protecliticas ¥y amiloliticas, con excepcidn de los pre-
lavadores liquidos con base en disclventes no acuosos, ya
que las enzimas soh proteinas solubles en agua.

También sSe ha reportado la aplicacién de un sistema
dual de enizmas para la remocidén de la placa dental de
dentaduras. Este sistema requiere el uso de una proteasa
bacteriana en combinactién con una enzimna fdngica
(mutanasa) bajo condiciones de pH medianamente 4cidas
{129, 130, 131D,

IV. 8 Métodos analiticos y de prueba para evaluar la
eficliencia de lavado. :

Generalmente 1a evaluacion de la eficiencia de lavado
de los detergentes se lleva a cabo en 3 pasos:

1. Seleccién de pruebas de laboratorio.

2. Pruebas de empaque en laboratorio y campo.

3. Pruebas practicas de campo.

Las pruebas seleccionadas para el laboratorio,
lievan a cabo en aparatos como el Terg-O-Tometer y
Launder —Omster 1323, Estos modelos simulan a los
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de lavado en maquinas lavadoras domésticac del

procesos
La ventaja de

tipe de agitadar y tambor respectivamente.

utilizar modelos de lavado es que se tiene mucho mayor

capacidad de prueba comparada con la lavadora domestica.

De esle modo el Ter -O-Tometer puede sostlener 4 subsistemas

a un mismo Liempo ¥ el Launder-Ometer & (1337,

En eéstas pruebas prel:mnares de laboratorio se Jleva

a cabo una evaluacidn de diferentes paramelros, tales

ccmo Lipoe de enzima y concenilracion, dureza del  agua,
temperatura, tipo de mancha, etc.

Decpres en el desarrello de) procesa, se podran

confirmar estas evaluaciones medi ante las pruebas

practicas y de empagque. fstas pruebas se ejercen con

controles adecuades en maguinas lavadoras domeésticas con

prendas ¥y oLros artliculos manchados baje cendiciones

actuales de uso.
Para las evaluacicnes de
tipos de manchas de prueba c1210, La

laboraterio se utilizan

diferentes
composicidn de la mancha depende del tipo de enzima bajo
realizara la evaluacidn, Para enzimas
cocea,

el cual se
protecliticas se usan manchas de sangre mas leche,
huevo, pasto, elc. Estas sustancias sSe aplican a varios
textiles como algeddn, algodon-peliester y poliacrilicos.
Algunos de éstos materiales de prueba estan disponibles
come el conocido material de prueba EMPA
leche y tinta india)., mieniras
laboratorio

comercial mente,
116 <{manchado con sangre,
que oilros Se desarrcllan y producen en ol

1262,

pR=-]



¥ . FORMULACIONES DE DETERGENTES ENZIMATICOS
Mezclado de enzimas en polvos delergentes.

En la fabricacion de detergentes enzimiticos en pel vo

se deben considerar algunoes aspectes tales como la
sensibilidad de las enzimas al caler y a la humedad, asy
como aspectos de seguridad. Generalmente el granulado

enzimatico se agrega al detergente terminado por separado
Junto con otros camponentes termolabiles come perborato de
scdioc y perfume por ejemplo, inmediatamente antes del
empaquetado.

Los productos mAs concentrados ¢ aquellos que se
utilizan en un nivel menor al 1% en peso del detergente )
deben mézclarse dentro del detergente mediante un
procedimiento por pasos., a menos gque esté disponible un
sistema de micreodosificacién.

En el primer paso se hace una pre-mezcla por ejemplo,
de enzima ¥y tripolifosfato de sodio. en una proporcidén de
aproximadamente 1:10 en un mezclador de doble cono come el
mezclador Léodige y otro equipo mezclador adecuado.

El segundo paso del proceso de mezclado Cla adiciédn
de la pre-mezcla al polvo detergented) puede llevarse a
cabo por medio de un sistema similar al que se muestira en
la figura 28.

La pre-mezcla se alimenta por medio de una tolva
vibratoria a una banda transportadera corta La
velocidad de alimentacidédn se ajusta por medico de una
balanza automitica continua que controla a la puerta
corrediza de la tolva. Desde la banda la pre-mezcla se
transfiere a un transportador que Llava al pol ve
detergente . En ¢é#ste puntc los dos componentes necesitan

sOlo un breve mozclado final (por ejemplo »n un meozclador
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continuo del tipo de tornilles) antes de transferirlos a

las maquinas de empaquetado.

(——' peo-mescie

ventilador

cdetergente

F1G6. 25 Equipo tipice para e! mezclado industrial de

detergentes (S).

mezclado podria tener lugar en
antes de que el

las maquinas de

Al ternativamente , el
un mezclador continuo directamente

transpotador lleve al detergente a

empaque,
Es esencial que todo el equipo sea a prueba de polvo

¥ que sea provista una ventilacidn efectiva en la fabrica

del detergente (5.
Composiciones acuosas enzima-detergente.

Las combinaciones enzima-detergente se han vendido
como solideos © en forma de soluciones que no scn estables
durante el almacenamientc ., ya que la enzima plerde su
actividad gradualmente. Es debido a esto que se han
estudiado nuevas posibilidades para fabricar una

combinaci én enzima-detergente que sea adecuada para su
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utilizacion.

Landwerlen an prepard wuna formulacidén acuosa
_ectable de una enzima adecuada para utilizarse en
combil naciones enzima-deltergente, se trata de ura
formulacidn acucsa de una proteasa o de una mezcla
proteasa-amilasa y un alcochol polihidrico que contiene
tambi1én un detergente,

Las proteasas utilizadas fueron aquellas enzimas
compatibles con detergentes, que son activas en medios
alcalinos y débilmente acidos con un pH minimo de 6,
teniendo preferencia las proteasas derivadas de Bacillius
subtules, La concentracién de enzima wutilizada fue de
0.001 a 3.0% en pese basada en la formulacidédn acuosa
total.

Los alcoholes polihidricos utilizados contenian
arriba de 6 Atomos de carbono y de 2 a 8 grupos hidroxile,
tales como: etilen glicol, propileén gliceol, 1.3-butilen
gliceol. 1.,6-hexilén glicol; y también los glicoles
polialkilénicos en donde el grupo alkilénice contenia
arriba de & Atomos de carbono , por ejemplo, polietilén
glicol, polipropilén giicol, etc. El aicochol polihidrico
debl& ser soluble en agua al menos para diluir 30 g en 100
partes de agua.

Los componentes preferidos fueron propilén glicel y
glicerina aunque otras sustancias dentro de ese grupo Sean
igualmente efectivas . La concentracidén de aleochol fue de
S a B80%,

Pueden utilizarse tamb:r:én mezclas de estos alcoholes.
El delergente puede ser simple © una corbinacidén de
surfactantes anidnicos. no idnicos o anfoléricos,

En el siguente ejemplo se muestra una composicidn gue
fue incorporada dentro de una formulacidén detergente en

aercsol, (ejemplo 12,
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Ejyemplo 1:

Componente
PolioMiellleno 1o o 11 unidades nontlfenct L35
Polioxietileno «w umdades: nonilfenol 2. 25
Polioxietileno « umdodsw nonilfenal 2.7%
Antaron FC-34 iwuna solucidn acuosa at
37w de aikil amida sulfonalc de sodiol 4.0
Moncestearato de glicerilo 100w monodaten 2.0
Acido citrico 0.09Q
Propilen glicol - 20.0
Bl anqueadaores ¢pticoes 0.85
Proteasa alcal:ina 1.0
Agua 63. 56
[t 118
fsta composicién se aplicod como una espuma  a

diferentes tipos de manchas que fueron aplicadas a

muestras de Lejldos de una gran variedad de materiales.

Despueés de 30 minutos , el tejido se lave por 1S
minutos en un litro de agua a 130°F €54.4%C>, conteniendo
1.5 g de un detergente (alkil sulfonato de sodia ). Los
resultados obtenidos se muestiran en la tabla 18 , en la
cual, la calificacién de la limpieza se basa en la escala
del 1 al 10, en donde 1 indica la ausencia completa de

mancha y 10 indica un tejide en el cual ésta no ha sido

eliminada (313,
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TABLA '19. Resultados de la aplicaclion de la formula

detergente en diferentes manchas.

Tratamenle con la

I&rmula sejuido por tavado <on delers

un lavado detergente. genie molamenle.
Mancha Al godon D-algoden Algoedon  Dral godens
Higadoe 1 1 (=3 3
Te 3 1 7 <]
Carle 1 1 < 4
Jugo de uva 1 1 = '3
Grasa 3 4 8 8
Chocol ate 3 1 S 2
Mostaza 4 1 8 a2
Salsa francesa 2 1 5] 7
Ropa homogeénea-— o
mente manchada. 8 2 S 7

C31D.

#Dacrén

Weber 923 prepard tambien una composicién liquida

limpiadora conteniendc enzimas establilizadas. Esta

composicidn es una solucién acuosa que contiene de 10 a
SO0 en peso de sd&lidos e inc¢luye censtituyentes
detergentes, agentes de superficie activa,

enzimatico derivado de Bacillus subtilis y
Los agentes estabilizantes

un sistema
un agente

estabjlizador de la enzima.
comprenden sales de sodio © potasio altamente solubles en
agua, o hidroxialcocholes solubles en agua que permiten que
la solucidn se almacene por periodos de tiempo prolongadoes
sin sufrir desactivacion de las enzimas.

£sta composicién detergente tiene la siguiente

formulacidén en porciento en peso:
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Constituyentes detergentes 2-25%

Agente de superficjie actjiwva 5«30
Agenle eslabilizante de enzima S5-40%
S:utema enzimaticeo 0.1-5%
Agua Diluir al 100%.

Los constituyentes detergentes pueden ser fosfatos

inorganicos solubles en agua, acido nitrilo tetraacetyco,

dcido etilen diam no Ltetraacetico, la mezcla de

metasilicato de sodio y carbonato de sodio. Algunos

e)emplos de fosfatos que pueden utilizarse son: trisodie

+
fosfato, tetrasodio pirofosfato, hexametarosfato de sodio.

tripolifosfato de sodio y otros. Pueden emplearse con

iguales resultados los derivados de potasic de los

fosfatos antes mencionados.
Algunos ejemplos de agentes de superficie activa que

se pueden utilizar son alkil sulfatos, glicoles

acetileénicos y alkil aril sulfonatos muy solubles en agua,

particularmente aquellos que tienen alrededor de 8 a 15

adtomos de carbono en el grupo alkilo.

Se prefiere utilizar el! detergente alkil bencen
sulfonalo por su efectividad dptima.

Los agentes estabilizantes comprenden sales altamente
solubles en agua © hidroxialcocholes solubles en agua. Las
sales solubles pueden ser sulfatos o cloruros de sodio o
potasio, mientras que los hidroxtialcoholes pueden se
en los cuales el grupo
tales como etileén

glicerol, glicoles alkilénicos,
alkileénico contiene de & a 8 carbonos,
glicel, propilén glicol, butilén gliccl, hexilén glicol,
sorbitol y otroes.

Dependiendo de 1la naturaleza de los ingredientes
activos el pH de la sclucién es generalmente de 7 a 11, y
el sistema enzimatico utilizado es una proteasa alcalina

producida por una cepa seleccionada de Bacillus subtilis.
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La proteasa alcalina se emplea en una concentracién
en el rango de SO0 a 10000 Unidades DelflL por grame de
solucion (38>

Detergente liquido de serviclo pesado,

A finales de 1981. Nordtend , una fabrica de
detergentes sueca (ntrodujo al mercado un detergente de
lavado liquido bajo ei nombre de "Flytande Tvattmedel*.

El detergente es adecuado para toda clase de lavado,
a una temperatura de 40 a 60°c para lavade a mano y puede
utilizarse también a temperaturas tan elevadas como s°c.
que es la temperatura normal de lavado para fibras blancas
en Europa, :

El detergente liquide es
enzima. perfume, blanqueadcres

un detergente concentrade

que contiene surfactantes ,
4pticos y agentes secuestrantes.

Ingredientes:

a) Surfactantes. La detergencia es provista por una
mezcla de surfactantes no idhicos y anidnicos en una
proporcidn de aproximadamente 2:1. El etoxilato de
alkilfenol con un numero adecuado de unidades etoxi tiene
el mejor funclonamiento a una temperatura de 50 a s0°¢.
El alkjlfencl con carActer lipofilicoe tiene un buen
funcionamiento de lavade a una temperatura de 30 a s0°¢c.
El alcohol polioxietilénico es un surfactante no idhice
que se utiliza como hidréfile para les otros surfactantes,
£ste también actua como un ajustador de viscosidad y tiene
su mejor poder de lavado a una temperatura mayor de 50°¢.

Come compohente anidénice se wtilizan un sulfonate
alecano de sodioc secundarioc (SAS) y wuna mezcla de Aacido
graso Cneutralizada con etanolaminad. Esta presente un
pequelo exceso de etanclamina para mejorar la detergencia

y las propiedades fisicas del sistema (figura 26D,
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DETERGENTES NO IONICOS |

Alkilfensl etoxilate

r-{ \_o(cﬁzcuzo)u P.=C‘H".‘n'=>QaIOoﬁ
<_> n T e

19
Etoxilatos alcohol alifaticos

R~-0 CCHzCHzO)nH R es predominantemente de
cC -—C , n = 10.
16 1

DETERGENTES ANIONICCS
Alcano sulfonato de sodio

R - CH - CH’ R = C‘z— (:us

SO_Na
s

Sal de trietanoclamina de aAcido graso

S? - CHzCHzOH
R - € - OH . N — CHzCHz0H R=C -C
~ ta 18
CH2CH20H

FIG. 26 Detergentes anidénicos y no idénicos

b) Enzima. La enzima esta presente en el detergente
liquido en una suspensién , ésta tiene un rango tolerante
de actividad e hidroliza a todas las sustanclias de origen
protéico, tales come sangre. leche y huevo.

Un procedimieto especilal asegura que la actividad de
la enzima es protegida contra la accién de los componentes

del detergente durante el almacenaje. Las pruebas han
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mostrado que después de un affo de almacenaje a temperatura
ambiente, la actividad de la enzima del detergente liquido
decrece 40%.

e Agente blanqueador fluorescente. Los agentes
blanqueadores fluorescentes se incluyen en muchos
productos de lavanderia para incrementar la blancura
percibida en los tejidos. Estos agentes aumentan la
luminosidad absoluta de los tejidos por absorcidn de lux
ultravioleta y por la conversién de ésta a luz visible
azul blanca. Para éste detergente Se encontro apropiado

un der i vado del estilbeno, el cual se disuel ve

exitosamente en el sistema (figura 270 (40D,

FIG. 27 Agente blanqueador flucrescente

d) Compuesto. En sistemas liquidos las sales del
Acido fosfénico son superiocres en efectividad a los
polifosfatos y ademas son significativamente mas estables
en agua.

e) Disolventes y perfume. El detergente liquido de
Nordtend contiene 5% de alcchol y una pequefia cantidad de
perfume. El perfume se incorpora para enhmascarar olores
desagradables ¥y el alcohol se agrega con el fin de
perfeccicnar las propledades fisicas y como agente
preservativo.

En la tabla 20 se presenta la composicidn completa

del detergente liquido de servicio pesada,
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TABLA 20. Composicién quimica del detergente liquido de

lavanderia,.

Componente Porcentaje
Surfactante no 1énico 30.0
Surfactante anidénico 5.0
Jabones y Acidos grasos 10.0
Etanolamina Cexcesad 8.0
Agente secuestrante 1.0
Agente blanqueador fluorescente 0.3
Enzima 0.5
Al cohal T.0

42.0

Perfume y agua

Conlenido activo = S?%; pR = 8.3 viscosidad = 200 cp (€O

A continuacién Se presentan

otros

ejemplos

formul aciones de detergentes liquidos enzimaticos.

Detergentes liquidos.

Ejemplc 1:
Surfactantes no {énicos 10-40%
Surfactantes anidnices ®-10 %
Solubilizador 5-19 %
Agente secuestrante o-13 %
Agua ™A, 48 %
Blanqueador &éptico, perfume 0.1-0. 8%
Suspensidn de Espearasa 0. 4-0. 8%
e,

pH 7.0-8.8
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Detergente de servicio pesado (para propésitos geherales).

Compaonente b
Tripolifosfato de sodic 20—~ 40
Perborato de sodio 18- 230
Surfactantes anionicos 7 - 18
Silicato de sodico 4 - 86
Jabdén 2 - 4
Surfactantes noc iénicos 1 - 8
Carboximetil celulosa de sodio 0.85- 1
Blanqueadores opticos, perfums 0.4-0.8
Alcalasa 1.9T/Espearasa 4.0T 0.4-0.8
Sulfato de sodio, agua balance al 100%
pH ©.8-10.8 s,

Detergente lava~vajillas.

Componente “®

Bicarbonato de sodiao 40-00
Tripolifosfato de sodio 20-80
Metasilicato de sodio 10-30
Surfactante 3-10
Termamyl 606G 1~ 3
pH 6-6.5 [4->8
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Detergente en polvo de servicio pesada de

Occidental.

Europa

Componente 23
® Surfactantes anionicos & -20
no idnicos 0.5-6
Jabsn 1 -8
Compuestos STP 30-50
o zeolita 1518
. SsTP 20~22
Bl anqueador perborato de sodio 20~30

Enzimas Maxatasa P 440.000 o

Maxacal F 400,000 0.3-0.8
Deri vados de celulosa 0.5-2.0
Blanqueadores opticos 3 -5
Perfumes 0.1-0.2
® 10-15% 8

D .

Detergente en polvo de servicio pesado de Estados Unidos.

Componente %
Surfactantes anidnicos 14.0
Surfactantes no idnicos a.2
Jabén 1.0
Silicato de sodio 20.0
Carbonato de sodio 20.0
Sulfate de sodio 28, 8
Carboximetil celulosa 2.0
Perfume, colorante. blangueador
Sptico 1.0
Maxatasa-Maxacal . 1.0
Agua 3.0
8r.
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Detergente enzimitico europeo.

Componente %
Tripolifosfate de sodio 38.0
Sodia LAS w (4020 28,0
Perborato de sodio tetrahidratado 25.0
Alkilfenol etoxilate (11 EOG2 3.0
Jaban 3.0
Sulfato de sodio 2.3
Carboximetlil celulosa ¢39O i.8
Metasilicato de sodio 1.0
Alcalasa 1.5M 0.9
Total 100
@ Alcano sulfonato lineal surfactante)
tb) Promedic de 121 unidades de Sxido de elileno

c1e7).

Detergente enzimitico de Estados Unidos.

Composicidn en %

Constituyente con fosfato sin fosfato

Sodio LAS 10-20 10-22

Sebo de alcchol sulfato 0=-10

Sebo de éter sulfato 0-30 o-12

Tripolifosfato de sodio >34

Carbonato de sodio 20

Silicato de sodio >12 >eo0

Carboximetil celulosa de

soxdiio. o-0.5 0-1.0

Bl anqueadores flucrescentes 0.1-0.5 0.1-0.5

Proteasa alcalina 1.0 1.8%

Sulfato de sodio y perfume balance balance
1273,
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Detergentes con mezclas de enzimas.

E} procesos desarrol lade por Inamorato (8 E0
proporciona una composicldérn de un detergente enzimatico
que incluye una mezcla de un detergente no cationico de
superficie activa, una o-amilasa bacteriana y una proteasa
alcalina. la cual contiene de 100.000 a 400,000 unidades
a-amilasa MNovo de amilasa. por unidad Anson de proteasa
alcalina. Se encontrd que utilizande una cantidad de
a-ami lasa, se reduce la cantidad de proteasa (que es mas
cara) necesaria para la eliminacidén de las manchas. y el
costoe del contenido enzimadtico del detergente se reduce
considerablemente., a la vez que se conserva la efectlividad
enzimatica del producto.

La subtilopeptidasa A, una proteasa alcalina, es

especialmente adecuada para utilizarse esn éste
detergente. Esta enzima se vende bajo el npombre de
Alcalasa, que presenta mayor aclividad a pH de 8 a 9. La

a-amilasa utilizada en ésta formulacidn se puede obtener
por la fermentacion de Bacillus subtilis . Esta
preparacién contiene otra enzima mezclada con la amilasa €
por ejemplo, una preoteasa neutrad.

La cantidad de la mezcla enzimitica presente en la
composicidn detergente depende de la cantidad de
detergente que se aBade al agua de una carga de lavado.

Para un detergente destinade a utilizarse- en
concentraciones de 0.15% en el agua de lavado de una
maquina lavadora doméstica, la caniidad de mancla
enzimatica adecuada., es la provista por 1 Unidad Anson de

proteasa alcalina por cada 100 a 500 gramos de composicion

detergente. La mezcla contiene preferentementc un agente
anidnico de superficie activa sul fonado, tal comy
alkilbencen sulfonato. También pueden estar presentes

agentes de superficie activa no {énicos o anfotéricos
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solos © junto con el detergente aniénico.

Ejempla:

Se prepara una composicién granular por roclado en
seco de una suspensién acuosa conteniendo los siguientes
ingredientes : 10% de tridecilbencen sulfonato de sodio
Clineal); 2% de producto etoxilado hecho a partir de éxido
de etilenc y alcanoles primarios de cadena larga de Ci2 a
Cis Atomos de carbono, (el producte etoxilado contiene 1t
moles de oxietileno per mol de alcanol) ; 2% de jabdn de
sodio de una mezcla de 3 partes de Sebo de Acidos grasos y

una parte de acidos grasos de aceite de coco ; 34% de
fosfatos; 7% de silicato de sodic (Naz0:510:z en razén
molar de 1:2.39) ; 0.15% de azul ultramarino , 0.5% de
carboximetil celulosa de sodio B 0.2% de alcohol
polivinilico hidrosoluble ; 0.44% de abrillantadores
fluerescentes ; 0.023% de azul brillante ; 0.01% de un

antioxidante fendlico y el resto de sulfonato de sodio y
una pequefia cantidad de perfume,

La suspensidn se prepara por agltaciodn vigorosa a una
temperatura aproximada de 80°¢ , el fesfato se agrega al
ultimo Justo antes del rociado. La suspension se rocia
dentro de una torre alimentadora. a contracorriente con
aire caliente. El aire entra por la base de la torre a
una temperatura de 90 a 310°C ¥ sale a una temperatura de
80 a 1OS°C » formdndose asi los granulos o grupos de
granulos de la suspension.

Les granulos resultantes se mezclan al ©Q.85% de su
peso con una preparacion en polvo de la proteasza 2alzalina
€ Alcalasa, que contiene 1.5 Unidades Anson de protsasa
por gramo, medidas a pH de 7.5 2 y con 0.25% de su peso
con una «-amilasa ¢ conteniendo 360.000 Unidades Novo por
gramo, Jjunto con una cantidad menor de aproxtmadamente 0.4

a 0.5 Unidades Anson por gramo de una proteasa neutra ).
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El producto resultante es altamente eficaz en pruebas
practicas de lavada on mAquinas automaéticas,
ytilizando 0.15% de producto, agua con ura dureza
aproxzmada de 100 ppm 49%¢ ¢120°F> y rapa de algodon y
fibras de polietileno, Los resultados son tan buenos come
aquellos que se obLienen con otra composicidn idéntica que
contiene el doble de Alcalasa (0.5%) y sin a-amialsa (330,
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¥I. " FUTURO -DE LOS DETERGENTES ENZIMATICOS

e prevee que se incrementara 1a atencién  en
formulaciones de detergentes liquidos en respuesta al
perfeccionamients en los sistemas de maquinas de lawvado.
En menor extensién, se¢ tenderd a alterar la composiclidn de
los detergentes, especilalmente para obtener bajo
contenido de fosfate y biodegradablilidad 1nhcrementada,

Tambien sSe abservara la reduccion de la Lemperatura
de lavado debido al ahorro enh &1 consume de énergila, lo
que dara oportunidad para la seleccion y presentacion de
nuevas enzimas., que proporcionaran un el evado
funcionamiento catalitico entre 20 ¥y 49°¢c.

Por otra parte. se espera un desarrollo de nuevos
sistemas bl anqueadares, eliminande asi{ los meétodos
tradicionales de blanqueo.

Normalmente no hay enzimas completamente compatibles
con aditives para blanqueo. de modo que la enzima
sclamente puede ser ULLl en agquella férmula que sSe utiliza
en donde una etapa a baja temperatura precede a la
liberacién del agente de blanqueo.

Por lo tanto. ésta es una espectativa razonable para
intentar encontrar enzimas gque sean tolerantes a esos
aditivos para dar un beneficio de limpiado en lavado de
una sola estapa S0,

Para las amilasas. que actualmente se encueniran en
el mercado de detergentes en porcentajes relativamente
bajos, se anticipa una tendencia ascendente.

Tambi én se espera gue se desarrollen nuevas enzimas
protecl {ticas asegurande gran estabilidad de almacenaje en
detergentes liquidos de lavanderia.

Las lipasas conocidas comunmente  son un poco

inestables en formulacicnes de detergentes, sin embargo su
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useo tiene grandes perspectivas (8.

Es posible que se puedan desarrollar otras
enzimas. tales como celulasas para fabricar suavizadores v
oxidasas para propésitos de blanqueo (873.

Se espera que sigan desarrcllandose nuevos tipos de
detergentes enzimiticos. ya que la eliminacidén facilt y
efectiva de manchas es una ventaja que éstas ofrecen y es
un atributo preferido ampliamente por los consumidoraes.

Ademas ., el mercado de detergentes es muy grande en
Latinocamérica y seguird creciendc paralelamente con el
crecimiento de la poblacidén, C la poblacién total de
Latincamérica era en 1887 de aproximadamente 400 millones
y se incrementa aproximadamente 2.5% por affo 2 (64D,

Se calcula que en 1885 en Latinocamerica ¢ 33 paises
independientes) el consumo total de jabones de tocador y
detergentes de lavanderia domésticos fue de 2.8 millones
de tLoneladas comparados con 2.4 millones de toneladas en
Estados Unidos y 4.5 millones de toneladas en Europa
Oceidental. Del consumo total en Latitnoamérica, 12% fue
de jabones de tocador, 42.3% de barras detergentes y 45.7%
de polvos detergentes.

El mercado de detergentes tiene un crecimiento anual
del 2% en el volumen total de consumo, de 2.2 millones de
toneladas en 1980 a 2.4 millones de toneladas en 1885, de
modo que se observa un crecimiento constante, que a la vez
demandara nuevas tendencias y mejoras en todos los tilpos
de preoductes incluyendo a los detergetes enzimiticos.

Si se examina la utilizacidn de detergentes por pals.
se observa que México es por mucho e}l lider en tonelaje

con arriba de 13 del volumen total latincamericanc Ctabla

210,
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TABLA - 21.  Tonelaje de consumo de detergentes en
Latincamérica €19853, (000 toneladas).

Pails - Detergentes Barras Total
México 477 139 618
érasll 209 420 629
Yenezuela 153 [={e] 173
Argentina 70 106 176
Colombia 44 139 183
Guatemala 1z 35 47
Ecwuador 12 52 54
Rep. Dominicana S 30 <=1
(54).

Otro factor gque permitird el desarrollo de nuevos
detergentes enzimiaticos en HMéxico., s la tLendencia que
existe en éste pals y en Latinoamérica de llevar a cabo un
remojo antes del lavado, qque va desde 30 minutos hasta
toda la noche, costumbre due permite a las enzimas una
mejor actuacidn en la eliminacion de las manchas y que es
recomendada en las instrucciones de uso de los detergentes
enzimaticos comunes actualmente.

Es posible especular que los detergentes enzimaticos
del future podran ser sistemas multienzimiticos, los
cuales podraAn incluir ne sélo proteasas para manchas de
proteina, sine también lipasas para manchas de aceliles
animales y vegetales, amilasas para manchas gue contlenen
almidén y , posiblemente algunas otras enzinmas de ambas

categorias, hidrolasas y oxldasas (62,
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VIl . CONCLUSIONES

De la informacidn analizada se derivan las siguientes

conclusiones:

1. Los detergentes enzimiticos ofrecen varias
ventajas sobre los detergentes no enzimiticos, entre las
que se encuentran: la mayor efectividad en la eliminacidn
de manchas de origen bioquimico, mayor raplidez de
desmanchado y por lo tanto. ahorro en e) tiempo de !avado.
ahorreo de trabajo mecanico y ahorro de energia, Ya que las
enrimas pueden actuar aun a bajas temperaturas ¢20°cs.

2. Para obtener mejores resultados en la uti{lizacidén
de detergentes enzimiticos con agua de lavado fria o tibia
¢ 15-40°¢ 5, es reéomendablo ejercer un pre-remojc que
puede ir desde 2 horas hasta el tiempe que se considere

conveniente segun sea el grade de manchado de las prendas.

3. 8L se ejerce el lavado con agua caliente C
50-88°C >, se incrementa la velocidad de desmanchado,
aunque no es recomendable exceder ¢sta Lemperatura, ya que
las enzimas se desnaturalizan por calor.

4. En México no se acostumbra lavar con agua
caliente, lo més comin e5 llevar a cabo ] lavado zon agua
fria o tibia, lo que asegura un ahorrc de energia y
también proveca que los principales fabricantes de
detergentes enzimiticos recomienden en sus instrucciones
ejercer un remojo antes de! lavado a mano o en miquinas.
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11. Laos detergentes de lavanderia, ya sean polvos o
liquides, of recen un - mercado creciente que demanda
innovaciones y mejoramentos en su funcién, por lo tanto.
son también un amplioc campo para la aplicacién de enzimas

alcalinas proteoliticas. amiloliticas y lipoliticas,
128. Actualmente se siguen desarrollande

investigaciones para obtener nuevas proteasas., amilasas y

lipasas ttiles en formulaciones detergentes,
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