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RESUMEN

En este estudio se evalud la disponibilidad de acido peracético (APA) en presencia de perdxido de hidrogeno
(H;0O,) dentro de un sistema alternativo de blanqueo y desinfeccion basado en triacetina (Tri) y H,O,,
catalizado por arilesterasa (Ar), para prendas de uso hospitalario (PUH) de la empresa Lavaclinicas S.A. La
cuantificacion del APA se realizé mediante la técnica permanganométrica/yodométrica en un sistema “in vitro”
a escala de laboratorio. La investigacion se desarrollé en dos escenarios tras confirmar la generacion de APA
mediante la accion enzimatica de perhidrolisis. En el primer escenario, se determiné el intervalo de tiempo
optimo para la reaccion, identificado entre los 10 y 15 minutos. En el segundo, se evalud la eficacia del sistema
alternativo en la remocién de manchas de PCA y ADN, en comparacién con el sistema convencional
(TAED/H,0,), logrando una eliminacién total del ADN y una remocion parcial del PCA.

Para optimizar la reaccién enzimatica en el primer escenario, se disefiaron diversos sistemas experimentales
ajustando variables como cantidad de reactivos, pH, agentes caotrépicos y soluciones amoniacales y de
fosfatos, con el fin de hiperactivar la enzima Ar. Se encontré que la solucion de fosfatos alcanzé una eficiencia
maxima de aproximadamente 60 %. En el segundo escenario, las manchas fueron tratadas con y sin la adicién
de detergente (CON y SIN, respectivamente). Aunque el detergente desnaturaliza parcialmente la enzima y
afecta la generacion de APA, mejora el blanqueo y facilita la eliminacién de manchas dificiles, como las de
PCA. Estas manchas, producidas por gluconato de clorhexidina e hipoclorito de sodio, son visualmente
similares a las de ADN pero mas complejas de remover en las PUH. El sistema alternativo mostré una
eficiencia comparable al sistema actual. Por ello, se recomienda incorporar el detergente después del intervalo
Optimo de la reaccioén para evitar interferencias en la generacion de APA.

Palabras clave: Acido Peracético, Gluconato de Clorexhidina, Peréxido de Hidrégeno, Blangieo y
Desinfeccion, Triacetina, Arilestearasa.

OBTAINING PERACETIC ACID THROUGH AN ALTERNATIVE METHOD BASED ON
BIO-BLEACHING FOR WASHING AND DISINFECTION OF HOSPITAL GARMENTS

ABSTRACT

The availability of Peracetic Acid (APA) in the presence of Hydrogen Peroxide (H,O,) was evaluated within an
alternative bleaching and disinfection system (Triacetin (Tri)/ H,O, catalyzed by Arylesterase (Ar)) for hospital
garments (PUH) of the company Lavaclinicas S.A. For the quantification of APA, the
permanganometric/iodometric technique was used. The research was carried out in two scenarios after
confirming the positive availability of APA through the action of an enzyme that performs the perhydrolysis
reaction. The first scenario consisted of determining the time interval of highest reaction yield, identified
between 10 and 15 minutes. The second evaluated the reduction of PCA and DNA stains compared to the
currently used system (TAED/ H,0,), achieving partial removal of PCA and total removal of DNA. In the first
scenario, several experimental systems were designed in which variables such as quantities, pH adjustments,
chaotropic agents, and ammonia and phosphate solutions were adjusted to hyperactivate the Ar enzyme. The
results indicated that the phosphate solution achieved a maximum efficiency of approximately 60%. In the
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second scenario, stains were treated with and without the addition of detergent (WITH and WITHOUT,
respectively). Although the detergent partially denatures the enzyme and affects the generation of APA, it
facilitates bleaching and the removal of difficult-to-remove stains, such as PCA. The latter, produced by
chlorhexidine gluconate and sodium hypochlorite, are visually similar to DNA but are significantly more difficult
to remove than PUH. The alternative system demonstrated comparable efficiency to the current system.
Therefore, it is recommended to add the detergent after the time interval of highest reaction efficiency to avoid
interference with APA generation.

Keywords: Peracetic acid, chlorhexidine gluconate, hydrogen peroxide, bleaching and disinfection,
triacetin, arylstearase.

1. INTRODUCCION

En el contexto de la salud, garantizar la seguridad de pacientes, personal médico y visitantes es una prioridad,
especialmente en lo que respecta a la prevencion de infecciones derivadas de procesos de desinfeccion
inadecuados (Ndhaief et al., 2019). Un aspecto clave en este proceso es el tratamiento adecuado de PUH, ya
que la ropa contaminada puede actuar como un vector de transmisién de enfermedades (Saltos, 2021).

En este sentido, Lavaclinicas S.A. ha desarrollado un proceso de blanqueo y desinfeccion (PBD) que emplea
tecnologias innovadoras para asegurar la higiene y durabilidad de los textiles utilizados en entornos
hospitalarios.

El PBD utiliza H,O, y APA como agentes principales, ademas de los productos fabricados internamente como
detergentes liquidos, en polvo y suavizantes, evitando el uso de hipoclorito de sodio (NaOCI), el cual, aunque
es efectivo, puede deteriorar los tejidos de las PUH y generar compuestos organoclorados (Leri & Anthony,
2013) (Scarfiello et al., 2024) perjudiciales para el medio ambiente como lo son los trihalometanos (Chen et
al., 2025) (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de formacién de los Trihalometanos (THM) (Leri & Anthony, 2013)

El H,O, y APA son compuestos que tienen la capacidad de eliminar una amplia gama de microorganismos,
incluidos hongos, mohos, levaduras y bacterias (Gupta, V. K., & Suman, T. 2017) (Espinoza et al., 2018), sin
el mismo nivel de dafio que produce el hipoclorito. Dando uso de los anteriores posiciona a Lavaclinicas S.A.
como un referente en practicas sostenibles en el sector de lavanderia cuidando el medio ambiente, lo cual
puede atraer a un segmento de clientes mas consciente del entorno en que vivimos y de la calidad de los
servicios que reciben. Ademas, al asegurar la durabilidad de las prendas, la empresa puede ofrecer un valor
afiadido a sus clientes, fortaleciendo asi su propuesta de servicio.

El APA ha sido utilizado popularmente en (Bavec, A., Knez. 2014):

e Sintesis de peracidos para limpieza y blanqueo (Abdel-Halim & Al-Deyab, 2011)
a. Se ha investigado su uso en la generacion in situ de peracidos como el acido peracético, que se
emplea en detergentes y desinfectantes industriales.
b. Su estabilidad en presencia de perdxido de hidrégeno la hace ideal para su incorporacion en
formulaciones de blanqueo textil y de papel.

e Epoxidacion de aceites y compuestos insaturados (Jankovic et al., 2020)



a. Se ha utilizado en la sintesis de epoxidos a partir de aceites vegetales y compuestos organicos
mediante la generacion de peracidos, un proceso clave en la industria quimica sostenible.

e Reacciones de oxidacion selectiva (Niu et al., 2024)
a. En la reaccion de Baeyer-Villiger, la arilesterasa puede facilitar la conversion de cetonas en
ésteres o lactonas mediante la generacion de peracidos.
b. También se ha explorado su potencial en la oxidacion selectiva de ciertos antibiéticos, como la
penicilina.
e Tratamiento de aguas residuales (Ao et al., 2021)
a. Esterilizador tanto de aguas residuales, como de ambientes hospitalarios, farmacéuticos,
cosméticos e insustrias de alimentos.

El APA ha sido uno de los pocos oxidantes capaces de recuperar prendas de algodén que han sido dadas de
baja en algunas clinicas debido a manchas de PCA. Estas manchas, caracterizadas por su dificil remocion y
su apariencia similar a la del ADN, se forman en entornos hospitalarios cuando se intenta remover jabén con
clorhexidina como componente activo, utilizando hipoclorito de sodio (Pérez, A., & Gomez, R. 2020). La
clorhexidina es un agente desinfectante comunmente utilizado en procedimientos quirdrgicos debido a su
efectividad en la eliminacion de microorganismos. Es aplicada en el area de intervencion para garantizar un
ambiente estéril durante las cirugias, ayudando a prevenir infecciones postoperatorias. (Barrett, S. P., &
Hennessey, K. L. 2019)

No obstante, el método actual de produccion de APA (ver Ecuacion 1.) depende del Tetraacetiletiiendiamina
(TAED), un insumo con oferta limitada en Colombia, lo que representa un desafio logistico y operativo para la
empresa.
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Ecuacioén 1. Perhidrélisis del TAED con H,O,en medio basico.

Ante esta problematica, el area de investigacion y desarrollo, a través del presente estudio, buscé reducir la
dependencia del activador TAED. Para ello, se llevé a cabo un exhaustivo rastreo bibliografico donde identifico
alternativas viables que permiten generar APA in situ mediante el uso de materias primas méas accesibles en
el comercio, que no representen un riesgo en su manipulacion y que permitan tener una alternativa por si el
TAED se torna mas escaso.

La Tri se ha venido utilizado ampliamente en la produccion de APA mediante una perhidrélisis para
aplicaciones en el blanqueo de pulpa de madera (Echeverria et al., 2021) y desinfeccion de alimentos oviparos
(Vaddu et al., 2021), lo que la posiciona como una materia prima segura para el PBD. Con base en estos
antecedentes, el presente estudio se enfoca en el desarrollo de una metodologia alternativa que sea eficiente
y menos agresiva para las prendas, empleando enzimas como catalizadores en la reaccion de perhidrdlisis
entre la Triy el H20z.

La literatura cientifica documenta el uso de enzimas tipo esterasas, que pertenecen a la familia de las
hidrolasas, las cuales son capaces de catalizar reacciones de hidrélisis en compuestos de tipo ésteres o acidos
carboxilicos. Estas enzimas se utilizan frecuentemente como biocatalizadores en la fabricacién industrial de
productos farmacéuticos y detergentes (Johnson et al., 2024). Estas enzimas poseen un sitio activo, que
corresponde a una regién especifica dentro de su estructura tridimensional donde se une el sustrato, la
molécula sobre la cual ejerce su accion catalitica. Este sitio esta constituido por un conjunto de residuos
aminoacidicos que crean un entorno quimico 6ptimo para la facilitacion de diversos tipos de reacciones
bioquimicas que transforman al sustrato en el producto final (ver Figura 2.).



Figura 2. Esterasa (Triada catalitica serina, histidina y acido aspartico) y (Superficie de la estructura y sitio
activo)(Jiang et al., 2023)

En aplicaciones industriales, la hiperactivacion enzimatica puede ser muy util, ya que mejora la eficiencia de
los procesos. Por ejemplo, en la industria de detergentes las esterasas son utilizadas para descomponer las
grasas y aceites. La hiperactivacion de estas enzimas permite un mejor rendimiento en la eliminacién de
manchas grasas de la ropa mediante reacciones de hidrdlisis. (Navas Gonzalez, 2019). Hoy en dia las
enzimas con aplicacion detergente representan alrededor del 30% de la produccion de enzimas total a nivel
mundial y significan una de las aplicaciones mas importantes y exitosas de la biotecnologia moderna industrial
(Chand & Mishra, 2003).

Recientemente en estudios cientificos se han utilizado enzimas plegadas ao/B-hidrolasa para catalizar
reacciones que conllevan a la formacién de peracidos como los es el APA, a partir de (Tri) con H,O,. Sin
embargo, las enzimas tienen la capacidad de catalizar multiples reacciones quimicas dentro de un mismo sitio
activo, un fendbmeno conocido como promiscuidad enzimatica. Las hidrolasas tradicionalmente han sido
conocidas por su funcion en la ruptura de enlaces éster y peptidicos mediante la incorporacién de una molécula
de agua (Sun & Syrén, 2025). No obstante, algunas de estas enzimas pueden utilizar peréxido de hidrégeno
en lugar de agua, generando peracidos que pueden actuar como agentes oxidantes en diversas reacciones.
(Vélez Rueda, J. O. 2020)

Considerando la informacién disponible, el estudio que se presenta se centra en la creacion de una nueva
metodologia para la generacién in situ de APA utilizando una enzima que catalice reacciones de perhidrolisis.
Este enfoque propone sustituir el sistema convencional de TAED/H,O, por un sistema basado (Tri)(Ar) / H,0O,

La clave de esta metodologia radica en la modificacion de la reaccidon de perhidrélisis de APA utilizada
actualmente, donde depende del pH para su catalizacion a uno que utiliza la catalisis enzimatica. Esto se
justifica por las propiedades de la Tri, un éster que puede ser facilmente procesado por enzimas especificas.
Estas enzimas pueden romper enlaces en la Tri para liberar grupos acetilo, lo que a su vez permite la formacién
de APA, como se explica en esta investigacion.

La catalisis enzimatica permite tener un sistema alterno para la generacién de APA, lo cual, no solo haria
eficiente el PBD, sin que sea necesario dejar de generar el peracido, sino una facilidad de manipulacion de
insumos y residuos no peligrosos para los trabajadores y pacientes de los ambientes hospitalarios. Ademas,
ofreceria una alternativa mas sostenible al proceso TAED/H,O,, reduciendo el uso de reactivos como el acido
citrico y el metasilicato de sodio para ajustar el pH.

Con base en lo anterior, el objetivo principal de esta investigacién fue determinar, de manera in vitro, las
condiciones optimas del sistema (Tri)(Ar)/H,O, catalizado enzimaticamente por Ar, como un sistema de bio-
blanqueo (SBB) alternativo al actual sistema PBD TAED/H,O,. En el estudio, se evalud la disponibilidad de
APA y su porcentaje de rendimiento, optimizando los insumos. Asimismo, se analizé de forma visual la
disminucién de las manchas de ADN y PCA en PUH de algodén, comparandolo con el sistema de blanqueo
actualmente utilizado.

2. MATERIALES Y METODOS



2.1.Reactivos y Equipos

Para la realizacion de este trabajo, se utilizé yodato de potasio estandar volumétrico, material de referencia
secundaria para yodometria trazable a NIST SRM (Merck Certipur®, 99,89% + 0,09%), Oxalato de sodio
estandar para volumetria ACS (PanReac AppliChem, 99,95 — 100,05%), tiosulfato de sodio anhidro (Merck
EMPLURA®, 99,9%), permanganato de potasio (Mol labs Itda., 99,5%), yoduro de potasio para analisis
(EMSURE® Merck, 100,3%), acido sulfarico (Mol labs Itda., 25%), almidén soluble (MAIZENA), Bactroderm®
clorhexidina jabon 35 mL (3M Soluprep ™MC), hipoclorito de sodio 15% aprox. (Yilop de Colombia S.A.), Buffer
para calibracién de pH metro (Hanna instruments, pH 4,00, 7,00 y 10,00), detergente en polvo (Lavaclinicas
S.A. férmula bajo secreto comercial), desengrasante textil (Lavaclinicas S.A. férmula bajo secreto comercial),
peroxido de hidrogeno 50% (Quimtia S.A.S., 50,0 — 50,9%), Triacetina (BellChem International S.A.S. 95%-
99% ), PrimaGreen® EcoWhite 10 (Merquiand S.A.S.), telas en tejido plano genero 100% algodon.

Balanza analitica Mettler Toledo modelo AB204-S/Fact, pH metro Mettler Toledo modelo Seven easy S20,
plancha de agitacién y calentamiento Corning modelo PC-420, lavadoras extractora de cilindro dividido marca
Milnor® modelo 42044SP2.

2.2. Método para determinar APA en presencia de H.0;

La determinacion del APA se llevé a cabo utilizando la técnica permanganométrica/yodométrica(Cavallini et
al., 2013). (B. DUDLEY SULLY * & P. L. WILLIAMS, 1962) Para cada ensayo, se titul6 una muestra de 10,0
mL tomada del sistema, utilizando una solucién de permanganato de potasio (KMnO4) 0,025 M previamente
estandarizada con oxalato de sodio estandar (Na2C204). Este proceso se realizé en un medio acido y a una
temperatura controlada entre 0 y 5 °C. Posteriormente, se afiadié una solucion al 5% de yoduro de potasio
(K1), que reaccion6 con el APA presente, generando yodo (l2) en medio acido. El yodo producido se titulé con
tiosulfato de sodio (Na2S203) 0,01 M, previamente estandarizado con yodato de potasio estandar (KIO3). Para
indicar el punto final de la titulacion, se empled 1 mL de una suspension de almidén al 5%. La acidificacion se
realizd con acido sulfurico al 25%. El procedimiento se encuentra documentad en el manual de analisis
fisicoquimicos de la empresa bajo el titulo “A004-Determinacion de acido peracético en presencia de perdxido
de hidrégeno”. Este documento también incluye las disposiciones relacionadas con el manejo de residuos,
cumpliendo con la normativa vigente en Colombia.

2.3.Evaluacioén la eficiencia del sistema de blanqueo alterno en Manchas (PCA y ADN).

Se empled una mezcla en proporciéon 1:1 de jabon Soluprep™MC, que contiene 2% de gluconato de
clorhexidina y 2,5% de hipoclorito de sodio, la cual se identificara como PCA siendo la anterior la mancha de
dificil remocién. En estos ensayos se siguié la misma metodologia descrita en los apartados 2.2.1, con la
diferencia de que se incorporé al vaso del sistema un fragmento de tela de algodén 100% o previamente
manchado con una gota de PCA. La mancha fue sometida al sistema asegurando un intervalo minimo de 20
horas desde su generacion, la cual fue en trozos de la tela de algodén. También, se realizé manchas con ADN
de porcino en las mismas condiciones que las de PCA.

Estas manchas fueron procesadas en el sistema utilizando las cantidades previamente establecidas, las cuales
demostraron un porcentaje de rendimiento igual o superior al 50%, tanto CON cémo SIN ayudas del proceso.

3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El objetivo principal fue encontrar un método para generar APA in situ, reduciendo costos y asegurando la
durabilidad de las prendas a lo largo del tiempo. La perhidrolisis se presenta como una alternativa viable, ya
que es un proceso ampliamente utilizado debido a su alta capacidad de oxidacion, atribuida a la generacion
de radicales hidroxilos mediante la escision homolitica de los enlaces O-O del APA (Huo et al., 2024).

Actualmente, la perhidrdlisis se lleva a cabo mediante el sistema TAED/H,O,, en el cual un mol de TAED
genera dos moles de APA (ver Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de reaccién en medio basico del H;O, con TAED para generar APA. (Torres J.C et al.,
2022).

En la literatura se ha documentado el uso de compuestos tipo acetilo, como la triacetina (Tri), para sintetizar
APA mediante una reaccién con peroxido de hidrégeno en medio alcalino, lo que da lugar a una reaccién de
perhidrolisis (ver Ecuacion 2.). (Ogata & Sawaki, 1967)
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Ecuacion 2. Perhidrolisis de la (Tri) en medio alcalino (Davies & Deary, 1991)

El proceso de perhidrdlisis con Tri en un medio alcalino es analogo a la reaccién utilizada en el sistema de
formacién de APA actual basado en el sistema TAED / H,O,. En ambos casos, la reaccién implica la escision
de un éster a través de la accion del peréxido de hidrégeno, un proceso mecanicamente similar a una hidrélisis,
Sin embargo, la diferencia fundamental radica en que, en la perhidrolisis el peréxido de hidrégeno actia como
nucledfilo en lugar del agua. (ver Figura 4). (Davies & Deary, 1991)
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Figura 4. Reaccion de hidrélisis y perhidrolisis (Davies & Deary, 1991)

La reaccion mencionada requiere un pH altamente basico (12-13) para maximizar el rendimiento, lo que la
hace inviable para el PBD de Lavaclinicas S.A.S. El uso repetido de NaOH, base fuerte corrosiva, acelera el
deterioro de las prendas, reduciendo su durabilidad, y puede dejar residuos que induzcan dermatitis de
contacto por alérgenos en los textiles (Sanchez et al., Armengol, 2022).

Tri, un triéster de glicerol, actia como precursor de grupos acetilo y facilita la perhidrélisis al reaccionar con
HOO", generando un mol de APA por grupo acetilo liberado (Enviro Tech Chemical Services Inc., 2018). Este
estudio evalua Tri como sustituto del TAED en la generacién in situ de APA, destacando su accesibilidad y
uso en diversos productos como alimentos, cosméticos y farmacos (Ponce & de Saad, 2020; Rodriguez &
Goémez, 2021).

No obstante, la reaccion con Tri y H,O, es lenta, por lo que se exploré la catalisis enzimatica con Lipasas,
cuya triada catalitica (serina, histidina y acido aspartico) polariza al sustrato y facilita su transformacién
quimica. Inhibidores o activadores pueden modular la actividad enzimatica, alterando su funcionalidad (Manoel
et al., 2015; Chen et al., Zhang et al., 2021).

Las enzimas pueden modificar su estructura y aumentar su actividad mediante modificaciones
postraduccionales como fosforilacion, acetilacién o metilaciéon, que inducen un cambio conformacional en su
estructura tridimensional favoreciendo la interaccion con los sustratos (Melo et al., Cuamatzi, 2021), este tipo
de activacién puede ser producida mediante el uso de liquidos idnicos como los son soluciones a base de
fosfatos, amonios cuaternarios entre otros (Plou, et al., 2023)

La actividad enzimatica puede ser potenciada por cofactores como iones metalicos 0 moléculas organicas,
optimizando el sitio activo (Yukl & Davidson, 2018). Mutaciones en residuos clave, como la serina en esterasas,
incrementan la velocidad de reaccion (Lee et al., 2021). Factores como pH y temperatura éptimos también
inducen hiperactivacion sin desnaturalizacion (Nelson, Cox, & Lehninger, 2017).

La escision del sustrato comienza cuando los lipidos (Tri) se unen al centro activo de la enzima, cuya triada
catalitica incluye serina, histidina y acido aspartico (Arrieta-Fonseca, M., 2024). El acido aspartico polariza el
imidazol de la histidina, facilitando ataques nucleofilicos de la serina y el H,O, sobre el carbonilo del sustrato
(Tri), formando intermediarios tetraédricos (IT1 e IT2), que luego se descomponen para liberar APA (Alvarez
Torrado, 2019). (ver Figura 5).

Figura 5. Mecanismo catalitico de las hidrolasas (Alvarez Torrado, 2019).



Estas enzimas que se pliegan con actividad de perhidrolisis se denominan colectivamente perhidrolasas
teniendo como sustratos compuestos acetilados tipo éster o acido carboxilico como la Tri para obtener como
producto el acido peracético. (Jia et al., 2021).

Ar es una enzima perteneciente a la familia de las serinas hidrolasas. Su funcién principal es la hidrdlisis de
ésteres aromaticos, especialmente los derivados de acido paraoxon y fenilacetato. Sin embargo, estudios
recientes han demostrado que también puede catalizar la perhidrélosis en presencia de peroxido de hidrogeno
(Carboni-Oerlemans et al., 2006), lo que la convierte en un ejemplo de promiscuidad catalitica similar a lo que
se observo en la Figura 4, pero utilizando Ar. (Vélez Rueda, J. O. 2020)

El método alternativo para obtener APA se disefid en un medio con un pH neutro, con el fin de evitar el uso de
agentes basicos que, al reaccionar con el H,O,, podrian representar un riesgo durante su manipulacién. Para
ello, se optd por trabajar con enzimas del tipo arilesterasas (Ar), pertenecientes a la familia de las hidrolasas,
con el objetivo de reducir la dependencia del TAED, simplificar el proceso, facilitar la manipulaciéon de insumos
y mantener o disminuir los costos, sin comprometer la calidad y durabilidad de las prendas. Ademas, el uso
de estas enzimas acelera la cinética de la reaccion de perhidrdlisis, utilizando el H,O, como nucledfilo para la
formacién de peracidos (Carboni-Oerlemans et al., 2006) (Figura 6).
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Figura 6. Perhidrélisis de la triacetina catalizado por la arilestearasa.

En este escenario, dicho procedimiento permite alcanzar conversiones de hasta el 97%, dependiendo de la
cantidad inicial de H,O,, aplicando un exceso del 50% de Tri, para desplazar el equilibrio de la reaccién hacia
los productos, logrando rendimientos elevados de APA con una relacion molar de Tri: H,O, de 1,5:1
(Echeverria et al., 2021)

Tri es una materia prima que, como se menciond previamente, es segura para el medio ambiente, econémica
y de facil manipulacion. De manera similar, Ar, cuando es activada de manera intensiva, cataliza la perhidrodlisis
de la Tri para formar peracido en un primer paso, utilizando el H,O, como sustrato para la oxidacion (Carboni-
Oerlemans et al., 2006). Este proceso permite obtener tres moles de APA segun la estequiometria de la Tri
(ver Figura 7), lo que conlleva una reduccién en el uso de materias primas y una alta probabilidad de alcanzar
el rendimiento de reaccién deseado. Con base en estos factores, se propuso un sistema basado en H,0,, Tri
y Ar para la generaciéon de APA.
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Figura 7. Mecanismo de reaccién de generacion de APA mediante Tri/Ar y H>O, en el paso de blanqueo.

En primer lugar, se evalud la disponibilidad de acido peracético (APA) en un sistema de 100 mL a escala de
laboratorio, con condiciones similares a las del sistema de 350 L utilizado a nivel industrial en Lavaclinicas
S.A. El experimento se llevé a cabo utilizando Tri, Ary H,O,. En cada prueba, se tomaron alicuotas a los tres
minutos de iniciada la mezcla de las tres materias primas, luego a los cinco minutos y, posteriormente, cada
cinco minutos durante un periodo de 60 minutos. Los resultados fueron positivos, ya que se logré cuantificar
APA con un rendimiento que oscilo entre el 15 % y el 86 %, dependiendo de las proporciones de Tri y Ar
empleadas (ver Figura 8 (a)). La generacion de APA depende, en primera instancia, de la cantidad de enzima
utilizada, la cual fue considerable en esta fase inicial del estudio. No obstante, las pruebas no mostraron
reproducibilidad en el tiempo, lo que sugiere la necesidad de optimizar las condiciones del proceso (ver Figura
8(b)). (Li et al., 2022)

100,0%

90,0% 86,4%  85,3%

80,0%

70,0% 1.5% 36,0% 5 0%
60,0% 57,0% 35,0%

34,0%

50,0%

40,0%

% Rendimiento APA

30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

15,5%

80851

11978 11978

48,5%
41,0%

17,2%
80851 24877 24877 16170 16170
Relacion Tri/Ar

33,0%
32,0%
31,0%
30,0%
29,0%

28,0%

32,3%

12789

30,6%

12789

30,6%

12789 12789

Relacién Tri/Ar

Figura 8. (a) Rendimiento de APA en funcién de relacion Tri/Ar. (b) Misma relacion de Tri/Ar, no reproducible
en el tiempo.

La produccion y el rendimiento de APA se evaluaron a lo largo del tiempo en sistemas con pH basico, neutro
y acido. Los resultados indicaron que la variacion del pH no favoreci6 la generacién de APA como se esperaba.
Sin embargo, se observd un mayor rendimiento en condiciones basicas en comparaciéon con un medio acido,
como se evidencio en las pruebas realizadas con las mismas proporciones de Tri/Ar, pero a diferentes niveles
de pH (ver Figura 9).

50,0%

44,7%

45,0%

40,0%

35,0%

30,0%

25,0%

20,0%

% Rendimiento APA

15,0%

10,0%

5,0%

0,0%
12078 12078

Relacion Tri/Ar

Figura 9. Comparacién del comportamiento de pH del sistema donde se genera APA con misma relacion
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La estabilidad del pH en ambos sistemas fue temporal, ya que, después de un corto periodo de tiempo, se
observé una variabilidad significativa. En el medio acido, el pH aumento hasta 6 y luego volvio a disminuir,
mientras que en el medio basico descendid hasta 7. En ambos casos, se evidencio la descomposicion del APA
(ver Figura 10). El rendimiento maximo alcanzado fue del 45 % después de 15 minutos. Dado que este valor
no es optimo para el proceso, se continud investigando estrategias para hiperactivar la enzima Ar y asi generar
el peracido en la concentracién esperada.
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Figura 10. Comparacion del comportamiento de pH del sistema donde se genera APA misma relacion Tri/Ar
en pH acido y pH basico.

Los altos rendimientos se deben a las grandes cantidades de Ar y Tri utilizadas. La investigacién busca
optimizar el proceso, empleando cantidades minimas para lograr desinfecciéon y blanqueo. Se exploré la
hiperactivacién enzimatica para aumentar la generacién de iones perhidroxilo sobre hidroxilo. Aunque un
exceso de H,O, favorece la perhidrolisis (Carboni-Oerlemans et al., 2006)., también se genera glicerol y acido
acético por hidrdlisis (Davies & Deary, 1991), que no reaccionan con el radical hidroxilo para formar peracido.
Por ello, se necesita un agente que hiperactive la enzima, facilitando la reacciéon con estos subproductos. (ver

Figura 11).
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Figura 11. Reacciones simultaneas de perhidrélisis e hidrélisis que se dan con enzima Ar.

En los ensayos siguientes, se utilizd un tensioactivo anidnico, lo que resulté en una reduccién del rendimiento
de la reacciéon. Esto sugiere que las ayudas de proceso (AP) pueden influir en la generacién de APA
provocando una desnaturalizacion por sus componentes (Martin del Campo et al., 2023).. También se evalué
el tiempo de reaccion para determinar su impacto en el rendimiento; sin embargo, con la relacién Tri/Ar
utilizada, no se observé un aumento significativo.

Para mejorar la disponibilidad de APA, se incorporé un agente caotrépico. No obstante, la perhidrélisis no
aumenté como se esperaba; por el contrario, la concentracion del analito generado disminuyé en un 10 %.
Este efecto se debe a que los agentes caotrdpicos desorganizan los puentes de hidrégeno en el medio acuoso,
aumentando la entropia del sistema y debilitando las interacciones no covalentes. Como resultado, se produce
la desnaturalizacion y solubilizacién de la enzima (Martin del Campo et al., 2023).

Ante esta situacion, se busco un agente que desbloqueara el sitio activo de Ar, permitiendo la interaccion
eficiente con el sustrato para optimizar la reaccion. Para ello, se evaluaron una solucién amoniacal y una
solucién de fosfatos con el objetivo de estabilizar el sistema y reducir la hidrofobicidad de Ar, facilitando su
actividad enzimatica. Se observd un incremento del rendimiento en aproximadamente un 20 % al afadir el



buffer amoniacal. Sin embargo, con la solucion de fosfatos se obtuvo el mismo aumento con una menor
proporcién de H,0O,, logrando un rendimiento de reaccion del 95 % en solo 5 minutos. Por esta razon, se
selecciond la solucion de fosfatos, ya que regula la fosforilacién de Ar, promoviendo su reestructuracién e
hiperactivacion (He et al., 2025).

El siguiente paso consistié en ajustar las relaciones molares de las materias primas y reactivos para optimizar
la eficiencia del sistema en el PBD (Li et al., 2022). Esto incluyd la determinacién del tiempo en el que se
alcanza el maximo rendimiento de reaccion sin afectar los tiempos de blanqueo del lavado. Para ello, se replicd
el sistema utilizando las mismas relaciones iniciales de Tri/Ar. Sin embargo, estas relaciones eran elevadas,
por lo que se busco reducir costos en insumos y minimizar el impacto ambiental de los residuos generados.

Se observé que la disminucion en las proporciones de Tri/Ar afectaba directamente el porcentaje de
rendimiento de APA (Li et al., 2022). En una primera fase, moderando las cantidades y excluyendo la solucién
de fosfatos, el rendimiento maximo alcanzado fue del 27 % a los 10 minutos. Posteriormente, se evalu6 el
efecto del exceso de H,0,, cuyos resultados se presentan en la Figura 12. Finalmente, al variar las cantidades
de Tri y la solucién de fosfatos, se evidencié que el rendimiento no se veia afectado significativamente,
alcanzando aproximadamente un 60 % a los 20 minutos.
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Figura 12. Rendimiento de reaccion variando el peroxido y permaneciendo relaciones de Tri/Ar y soluciéon de
fosfatos.

Se ejecutaron nuevamente los sistemas hasta que se redujo al minimo la cantidad de solucién de fosfatos y
de Tri, logrando rendimientos aproximados al 60% en 10 minutos (ver Figura 13). También se visualizé que la
solucion de Ar preparada para el sistema era mas eficiente cuando se utilizaba fresca.
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Figura 13. Rendimiento de reaccién permaneciendo exceso de H;O, y disminuyendo relaciones de Tri/Ary
solucién de fosfatos.

A continuacién, se evalud el efecto del desengrasante en el sistema para determinar su impacto en el
rendimiento de la perhidrélisis. Se observé que influye en la generacién de APA durante los primeros 10



minutos; sin embargo, el rendimiento de la reaccién alcanza aproximadamente un 60 % con un tiempo de
reaccion prolongado. A pesar de esta variacion, el porcentaje de rendimiento esperado en esta investigacion
(50 %) no se ve afectado (ver Figura 14).

La reproducibilidad del sistema resulta dificil de evaluar debido a las pequenas cantidades de materias primas
y reactivos utilizadas, lo que genera variaciones significativas en los pesos medidos. No obstante, la desviacion
estandar relativa de las mediciones no superé el 5 %, lo que indica que el sistema puede reproducirse de
manera consistente.
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Figura 14. Rendimiento de reaccion afiadiendo desengrasante al sistema sin cambiar cantidades de MP y
solucion de fosfatos.

Otro método empleado para evaluar la presencia del APA fue mediante la medicién del pH a lo largo del tiempo
en el sistema. Se observé que, a medida que incrementaba el porcentaje de rendimiento del APA, el pH

disminuia progresivamente. Inicialmente, el pH era de 6,4 y al final del proceso alcanzé un valor de 3,9 (ver
Figura 15).
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Figura 15. Verificacién de pH del APA en su formacion.

Finalmente, se evalud la eficacia del sistema en la eliminacion de manchas de sangre (ADN) y p-cloroanilina
(PCA), esta ultima considerada de dificil remocion en entornos hospitalarios. Se realizaron pruebas con y sin
la adicidon de detergente, el cual posee caracteristicas caotropicas que pueden provocar la desnaturalizaciéon
de la enzima Ar. Adicionalmente, se midié el impacto del detergente en la concentracion de APA en ambos
sistemas (ver Figura 16).
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Figura 16. Rendimiento de reaccion SIN y CON AP al sistema de blanqueo de manchas.

Por lo tanto, se recomienda afiadir las AP diez minutos después de iniciar el sistema de blanqueo para no
interferir con la generacién de APA. A partir de este momento, el proceso debe enfocarse en la eliminacion de
manchas, mostrando una eficacia comparable al sistema TAED/H,O, (Figura 17 E y F). En la Figura 17 (A y
C), en ausencia de AP y detergente, la eliminacién de manchas dificiles es menos efectiva. En cambio, el uso
combinado de AP y detergente resulta altamente recomendable, logrando una mayor efectividad. En particular,
las manchas de ADN son las primeras en eliminarse con el sistema de blanqueo propuesto (ver Figura 17 B,
D).
: A. B.
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En el sistema TAED/H,O,, la materia prima TAED presenta un costo significativamente elevado. En
comparacion, el sistema Tri/Ar en presencia de H,O, no muestra una diferencia de costos considerable, ya
que Ar, al ser una enzima, requiere cantidades minimas, lo que hace que su impacto en el costo sea
insignificante. Ademas, Tri es una materia prima de f4cil acceso tanto en términos econémicos como de
disponibilidad.

Si bien el costo total de Tri y Ar es similar al del TAED, este Ultimo solo se puede adquirir bajo pedido y a
través de un unico proveedor, lo que representa una limitacién operativa. En contraste, Tri y Ar estan
disponibles sin necesidad de pedidos anticipados, lo que garantiza un suministro continuo. Por lo tanto, en
caso de no disponer de TAED, la generacion de APA in situ no se veria afectada, permitiendo que el proceso
en Lavaclinicas S.A. continue sin interrupciones gracias al sistema alternativo.

4. CONCLUSIONES

La disponibilidad de acido peracético (APA) en el sistema Tri/Ar en presencia de H,0, fue determinada
mediante ensayos in vitro, disefiados para simular el funcionamiento de una lavadora industrial. El estudio
identifico las cantidades optimas de reactivos y el tiempo de maximo rendimiento de la reaccion, alcanzado
entre los 10 y 15 minutos. Para acelerar el proceso, se empled una solucion de fosfatos que reestructura Ar,
mejorando la eficiencia. Cabe destacar que la reaccion genera APA sin requerir ajuste de pH.

Se determind que, en la etapa inicial, el sistema debe estar libre de ayudas de proceso (AP), ya que interfieren
en la generaciéon de APA. Solo deben incluirse Tri, Ar y H,O, hasta completar la reaccion principal. El efecto
de blanqueo fue evaluado utilizando manchas de PCA y ADN sobre tela de algodén 100%, mostrando mejores
resultados con la adicion de AP después de los 10-15 minutos iniciales.

Este sistema evita el manejo de sustancias que puedan reaccionar con H,O, presentando una peligrosidad
para quienes lo manipulan.

Este sistema alternativo no presenta diferencias significativas de costos frente al sistema TAED/H,0,. Sin
embargo, en ausencia de TAED, el sistema propuesto asegura la generacién de APA in situ, manteniendo la
viabilidad operativa.
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