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INTRODUCC!ON 

La Ciencia evoluciona paralela al desarrollo histó 

rico de la humanidad. El hombre crea las bases de la Qufmica 

y aplica sus conocimientos a los alimentos, donde la Enzima

logia juega un papel preponderante tanto en la investigación 

pura como en la aplicada, 

La Enzimología estudia el comportamiento de las e~ 

zimas, biocatalizadores indispensables para que se realicen 

las funciones metabólicas. (51,91). 

Varias materias fundamentan el estudio de la Enzi

mología: la Bioquímica abarca rutas metabólicas, estructura 

química y cin~tica enzim&ticaJ la FisicoquTmica estudia or

den, velocidad, dirección y equilibrio de reac~ión1 la Micr2 

biología analiza conservación, manejo de microorganismos y 

sus enzimas¡ la Ingeniería Química aporta los diagramas de 

flujo y la Nutrición comprende los procesos de digestión de 

los alimentos por medios enzim&ticos. (6,51,57,81)~ 

Las enzimas se aplican en diferentes industrias~ 

destacando en la Industria Farmacéutica su uso como auxilia

res digestivos; en Curtiduría, su empleo en el proceso de m~ 

ceración de las pieles¡ en la Industria Textil, para elimi

nar el apresto de las telas~ en la Industria Alimentaria, en 

Confitería, la utilización de invertasa en centros suaves de 
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bombones; la pectinas8, para extraer, clarificar y filtr2r 

jugos de frutas y vegetales; en Productos Lácteos, el emoleo 

de renina· en la elaboración de quesos, entre otros usos. (43, 

78,87,90,91). 

Es importante profundizar en el estudio de la Enzi 

mología para fomentar el establecimiento de industrias nacio

nales que se dediquen a obtener enzimas de ~anera que se e~ 

bra la demanda nacional y se evite la importación de las mis

mas. 

El Tecnólogo de Alimentos desarrolla, controla y 

actualiza las tecnologfas existentes en la Industria Alimenta 

ria, considerando factores nutritivos, fisicoquímicos, orga

nolépticos, económicos y otros, logrando así productos de bue 

na calidad y aceptación en el mercado de consumo .. 

El objetivo de éste trabajo es el de diseñar prác -

ticas que podrfan implementarse en el Programa de Enzimolo -

gía Aplicada a los Alimentos, tomando en cuenta aspectos di -

dácticos, académicos y tecnológicos, haciendo inferir al alum 

no, por medio de su razonamiento, los pasos a seguir frente a 

un problema, empleando conocimientos teóricos, técnicas de la 

boratorio y referencias bibliográficas. 
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11 • GENERAL 1 DA DES 

, 
l. ALGUNOS DATOS CRONOLOGLCOS DE LA ENZ[MOLOGlA 

Es conveniente contemplar en forma breve, la evol~ 

ci6n que ha presentado el conocimiento de los procesos enzi

máticos hasta nuestros días. 

John R. Whitaker (91), reporta: 

Siglo XVlt 

S i g 1 o XV 1 1 [. 
1752 

Siglo XiX 
Ira mitad 

2da mitad 

Van Helmont consideró que el proceso 
de digesti6n era debido a cambios quf
micos" 

Reaumur demostr5 lo anterior haciendo 
tragar a halcones, bolsas perforadas 
que contenían carne. Esta al ser voml 
tada se encontraba parciaÍmente hidro
] izada. 

Surgen dos puntos de vista: Liebig y 
sus FERMENTOS DESORGANIZADOS~ Pasteur 
y sus FERMENTOS ORGANIZADOS.' 

Payen y Persoz encontraron en la malta 
una substancia termolábil que conveL 
tía al almid6n en azúcar. Se le denomi 
nó DIASTASA. También FERMENTO. -

Se descubren: pepsina, peroxidasa, po• 
lifenoloxidasa (Schoenbein 1856), in
vertasa (Berthelot 1860). 

Schoenbein descubrió la enzima vegetai 
peroxidasa. 

Kühne propuso el nombre ENZIMA (en lá 
levadura). 



S i,gl o XX 

1902 

1922 .. 1928 

1930 .. 194·0 

1 .3 

Fisher: ANALOG!A DE LA LLAVE Y LA CE· 
RRADURA que explica la interaccionen
z·i ma -sustrato. 

Buchner produce una fermentación con 
un extracto de levaduras 1 ibre de célu 
las. 

Henri y Brown sugieren el intermedia 
rio enzima .. sustrato. 

Sorensen investiga el efecto del pH en 
la actividad enzimática. 

Michael is y Menten dan a conocer su ex 
presión matemática sobre Cinética EnzT 
mática. 

Willstat¡rr realiza las primeras~purifl 
cacione5~de enzimas, concluye ~róne~ 
mente qu~ no eran proteínas. 

Sumner realiza la primera cristal iza 
ción de la ureasa. Mucho tiempo despues 
se reconoció que éste hecho destruyó 
la teorfa de Willstater antes menciona 
da. -

Sumner recibe el Premio Nóbel por esta 
contribución. 

Gran actividad en la cristalización de 
enzimas, principalmente en el Institu
to Rockefeller (Northrop, Kunitz, He
rriott y Anson). 

Sanger reportó la secuencia completa 
de la estructura primaria de la insuli 
na., 

Koshland publica su AJUSTE INDUCIDO 
ENZIMA-SUBSTRATO que explica la flexl 
b!lidad del sitio activo. 

Crastein y Davis desarrollan geles pa
ra separar electroforeticamente enzi 
mas complementando la labor de Peter~ 
son y Sober (1956) sobre celulosa de in 
tercambio iónico. 
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Kartha Bello y Har~en deter~inaron la 
estructura tridimensional de ribonuclea 
sa. Se comprende así la estructura se7 
cundaria,terciaria y cuaternaria de las 
enzimas. 

Koshland elucida ~ecanismos enzimaticos 

Se reportó la síntesis completa de ri
bonucleasa por dos grupos de investiga
dores. 
Valles y Riordan investigan qufmica~en
te grupos específicos de enzimas co~ ~ 
plementando los trabajos de Koshland. 

Más de lOO enzimas han sido obtenidas 
en forma cristalina. 

Wingard Jro y Lemuel B. (52) reportan; 

lra Conferencia de la Engineering Fou~ 
dation lnternational. Se dan las bases 
de la Ingeniería Enzim~tica. 

Se realizan lO simposios. 
Se efectúan 603 investigaciones con e~ 
zimas inmovilizadas. 

2da Conferencia de la Engineering 
Foundation lnternational. Se tratan te 
mas de estudios con lechos fluidizados 
i nmunoprote i nas i nmov i 1 izadas i i nmov i·· 
lización en las paredes celu ares de 
los tejidos animales y en membranas, 
oxidasai inmovilizadas de función mix• , 
ta, inmovilización de factores de la 
coagulación y la fibrinólisis, degrad~ 
ción de virus mediante enzimas inmovi
lizadas~ enzimas en medio acuoso y si~ 
tesis de 'carbohidratos con enzimas in-
movilizadas. 

3ra Conferencia de la Engineering Fou~ 
dation lnternational. 

Natisk y Newton (66) informan los siguientes datos: 

Symposium on Enzymatic Convertían of 
Cellulosic Matherialsq Massachusett. 

Gaden, El~er L. (30) reporta: 
~76 Sy~posium of Enzymatic Convertían of 

Cellulosic Matherials. 
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(*) 
Boyer, H.W., Chang, A.C., Cohen, S.N.y Helleny,R.S.: 
~ Chang y Cohen de~ostraron la traslación 

sucesiva de un gen Gra~ positivo a uno 
Gra~ negativo, en la codificación gené 
tica de una beta lacta~asa de Estafilo 
cocos aureus que fué expresada co~ple~ 
ta~ente y ~antenlda indefinida~ente en 
un plás~ido de E. coli. 

1974-1975 
.J..9.l.6.. 

1978-1980 

Lovett y Branucci • 
Lovett y colaboradores, abrieron el ca 
~ino para la clonación del DNA exterior 
de B. subtills para E. coli. 

Ca~eron y colaboradores obtuvieron un 
híbrido bacteriófago la~bda el cual fue 
insertado a un gen ~utante de E. col i 
codificando para DNAI igasa et cual da 
la pauta para doblar 5 ~eces ~as la pro 
ducción de llgasa. -

Panasenko y colaboradores ~edificaron 
la reco~binación de la ~olécula la~bda 
de DNA para producir un vector el cual 
bajo las condiciones adecuadas genera 
una cantidad de DNAl igasa que es 500 
veces ~as grande que la producida por 
un cultivo puro, y suficiente para dar 
un aumento de alrededor de un 5% de la 
proteína total celular de E. col i. 

Duncan y colaboradores reportaron que 
un gen de B. subti 1 is (THY P3), el cual 
codifica para timi lidasa ~intetasa la 
cual funciona en E, col i y B. subtil is 
y transfor~a la timina auxótrofa a ti
mina protótrofa. 

Hasta la actualidad la Enzimología ha 
tenido un gran desarrollo en sus dife
rentes ca~pos~ Se han realizado simpo 
sios y conferencias anuales sobre in~ 
~ovilización de enzimas biogenéticas, 
clonación, etc. llegándose a auto~a
tizar el análisis de enzimas por ~edio 
de co~putadoras. 

(><) Boyer,H.W., Chang, A.C., Cohen,S,N., Helleny,R.S.PRODUCTS 

NATURE. Acade~ic Science, 32J 254-263 (1973) 



2. CAMBIOS QUE HA PRESENTADO EL PROGRAMA DE PR~GTIGAS DE 

ENZI~~~OG[A APLICADA A LOS ALIMENTOS 1 

La carrera de Qufmico Farmacéutico Biólogo surgió 

ante la necesidad de crear profesionales con un conocimiento 

amplio de la naturaleza 1 procesos químicos de los seres 

vivos y que además aplicaran éste, a la preparación indus 

trial de medicamentos y cosméticos. Al requerirse una mayor 

especialización en lá Industria, la Facultad de Qufmica ree~ 

tructura ésta carrera y en 1971 la subdivide en tres orienta 

ciones: Farmacia, Tecnología de Alimentos y Bioquímico Micro 

biólogo. ( 88) • 

El curso de Enzimologfa Aplicada a los Alimentos 

fué impartido desde el inicio de la orientación a Tecnología 

de Alimentos y su programa de laboratorio ha tenido las si 

guientes variaciones: 

En 1971 la materia se enseñaba con un enfoque Bi2 

químico. 

En 1972 e 1 1 aborator i o constó de cuatro prácticas·, 

en las cuales se trabajó con una enzima de tipo comercial 

que se aplicó a un alimento. Al finalizar cada práctica se 

entregó un reporte del trabajo realizado. 
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En 1973 se realizaban análisis cual itat;vos de ci

nética enzimática en enzimas co~erciales (a~ilasa, proteasa, 

e lnvertasa), que co~prendían ~edic'ones de oH, te~oerat~ra 

y concentración enzima-substrato. Durante el curso práctico 

se realizaban tres exá~enes y se debía presentar un infor~e 

bibJiográfico y un reporte de los resultados obtenidos. 

En 1974 y 1975 se intentó obtener en el laborato

rio, enzimas de origen vegetal (papaína y bro~el ina) y de 

orígen animal (pepsina y renina). Se real izaba una recopila 

ción de datos bibliográficos sobre diferentes siste~as de ob 

tención de enzimas y sus características. 

Al no existir las condiciones necesar;as para su 

extracción (equipo, siste~as tér~icos adecuados, etc), la o!?_ 

tención de enzimas de orígen vegetal y ani~al se d!ficultó; 

de éste ~odo, se trabajó con enzi~as co~ rciales efectuando 

análisis cualitativos y cuantitat:vos. Los alu~nos entreg~ 

ron un reporte incluyendo datos generales de la enzi~a ana -

!izada, así como los resultados obtenidos en las oráct'cas 

efectuadas. 

En 1976 se introduce en el laboratorio el estudio 

de las enzimas microbianas por considerarse que 0er~itTan un 
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alto grado de control y eficiencia en su actividad, el cual 

era difícil de obtener con las enzimas de orígen vegetal y 

animal. Al utilizar enzimas microbianas se lograba un mejor 

aprovechamiento del tiempo asignado al semestre de orácticas, 

mientras que en las enzimas de origen animal y vegetal se d~ 

pendía de tiempos de cosecha, aparatos de refrigeración para 

las vísceras y transporte al laboratorio de la materia orima 

para extraerlas, entre otros factores, lo que aumentaba el -

tiempo dedicado a cada práctica. 

El método seguido en el laboratorio en ése año fué 

crear una práctica integral que duraba todo el semestre, sien 

do necesario recurrir al sistema de laboratorio abierto. Para 

el desarrollo de ésta práctica se partía de una cepa, se di -

señaba un medio de cultivo en el que crecía el microorganis -

mo y posteriormente se realizaban pruebas con diferentes sub~ 

tratos para determinar la enzima que se producía en mayor c~n 

tidad. Una vez seleccionada, se hacían inducciones sucesivas 

para desarrollar la enzima escogida. Al final izar la induc

ción, se determinaba la actividad enzimática y se procedía a 

precipitar la enzima, la cual se aplicaba posteriormente a un 

alimento. 

De 1977 al 2do, semestre de 1979, se siguió el mis 

mo método, mejorando el sistema de laboratorio al tratar con 
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mayor profundidad te~as co~o los de inducción, pruebas de a~ 

tividad enzimática, etc. El siste~a de evaluación fue si

milar al de años anteriores y consistía en uno o dos exá~enes 

durante el se~estre y entrega de reportes de los datos obte

nidos durante el ~is~o. 

La materia de Enzimología Aplicada a los Alimentos 

ha avanzado tratando de cubrir las necesidades en cada semes 

tre y mostrando los avances de ésta c:encia. 
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3. COLOCACIÓN DE LA MATERIA EN EL PLAN DE ESTUDIOS 

Para cursar la ~ateria de Enzi~ología Aplicada a 

los /l,limentos, el alumno necesi_J¡¡:erconocimientos previos de 

Bioquímica, Microbiología General y Fisicoquí~ica Far~aééu 

ti. ca. 

Uno de los te~as co~prendidos en el progra~a de 

Bioquímica es el estudio de las enzi~as, abarcando conoci

mientos sobre la naturaleza, propiedades, características, 

clasificación y utilización de las enzimas, coenzimas y co 

factores que intervienen en su funciona~iento, 

El curso de Microbiología General es f~portante ya 

que en él se estudian, entre otros te~as, la nutrición, fue~ 

tes de energía, ele~entos y co~puestos principales para el 

crecimiento y desarrollo de los ~icroorganismos, 

En el laboratorio de Microbiología General, se rez 

iizan prácticas de observación micro y macroscópica de las 

colonias, coloraciones simples y tinción de gra~, prepara~ 

ción de ~edios de cultivo, siste~as de sie~bra y conservación 

de cepas, obtención de cultivos puros, esterilización, efecw 

to de la temperatura en el crecimiento microbiano, acción de 

enzimas microbianas sobre diferentes substratos, etc, Estos 
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conocimientos son de gran aplicación en el laboratorio de En~~ 

zimología ya que una parte del orograma de orácticas se rea ~ 

liza con un microorganismo que se induce a oroducir una enzi ~ 

ma determinada. 

La materia de Fisicoqufmica Farmacéutica es, actual 

mente, la única seriada con Enzimología. En ella se estudian 

los principios fisicoquímicos aplicados a las industrias Far

macéutica, Bioquímica y Alimentaria. Uno de los temas compren

didos es Cinética Química en el que se e~tudian reacciones de 

lro, 2do, y 3er órden, además del efecto de la temperatura so

bre la velocidad de reacción. El orden de reacción tiene im -

portancia en la interacción enzima-substrato. 

Teniendo en cuenta los temas estudiados en materias 

como Bioquímica, Microbiología General y Fisicoquímica, se ve 

la necesidad de que éstas tengan seriación con Enzimología 

Aplicada a los Alimentos, ya que dan las bases necesarias para 

el estudio de la misma. (77). 

A continuación se muestra el diagrama de seriación 

actual para la carrera de Químico Far~acéutico Biólogo 

orientación a Tecnología de Alimentos. 

con-



FAC LTAD DE QUIMICA 
PLAN DE ESTUDIOS DE LA CARRERA DE 

.R QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 
ORIENTACION TECNOLOGIA DE AUMENTOS «2~,» 

MATERIAS OBLIGATORIAS 

MATERIAS OPTATIVAS 

TOTAL 

CLAVE CREDITOS 

PR 1 HER SEMESTRE 

0235 
0296 
0~80 
0~81 
0297 
0~56 

FISICA 1 
FISICOQUIHICA 
HATEMATI CA 1 
HA TEMA TI CA 11 
FISICOQUIMICA 11 
LABORATOR 1 O DE C 1 ENC lA 
BASICA 1 

SEGUNDO SEMESTRE 

6 
6 

10 
8 
6 

10 

0236 FISICA 11 
0639 QUIHICA INORGANICA 1 
0125 CALCULO DIFERENCIA E 
0298 FISICOQUIMICA 111 

6 
10 

INTEGRA. 12 
6 

* An. ó Q.A. (ver diagrama de 
seriación) 

0~57 LABORATORIO DE CIENCIA 
BASICA 11 

TERCER SEMESTRE 

6 

10 

0291 FISICA 111 8 
0523 HATEMATICA. IV 6 
* An. ó Q.A. (ver diagrama de 

seriación 
0659 QUIMICA ORGANICA 18 

CUARTO SEMESTRE 

0061 BIOESTAOISTICA 6 
0063 BIOLOGIA CELULAR 6 
* An. ó Q. A. (ver diagrama de 

seriación) 
0660 QUIMICA ORGANICA 11 18 

QU 1 NTO SEMESTRE 

0211 ESTEQU IOHETRIA 8 
0529 HICROBIOLOGIA GENERAL 8 
* An. ó Q. A. (ver diagrama de 

seriación) 
006~ BIOQUIMICA 1 9 
0662 QUIMICA ORGANICA 111 10 

SEXTO SEMESTRE 

057~ OPERACIONES UNITARIAS FAR-
MACEUT 1 CAS 8 

0292 FISICOQUIHICA FARHACEUTICA 11 
0527 MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS 10 
0065 BIOQUIHICA 11 7 
067~ QUIHICA OE ALIMENTOS 6 

:';Puede escoger la lfnea de Análisis 

382 CREO 1 TOS 

14 CREOITOS 

396 CREDITOS 

f!lli. ~ 
SEPTIHO SEMESTRE 

0616 PROCESOS DE All HENTOS 
0210 ENZIHOLOGIA APLICADA A LOS 

ALIMENTOS 
0293 FISIOLOGIA 
0783 TOXICOLOGIA 
0026 AHALISIS DE ALIMENTOS 

OCTAVO SEMESTRE 

Ó127 CONTROL DE CAL 1 DAD 
0768 TECNOLOGIA DE ALIMENTOS 1 
0290 FERMENTACIONES INDUSTRIALES 
0561 IIUTRICION 
03~3 IIIGENIERIA INDUSTRIAL 1 

NOVENO SEMESTRE 

0175 DESARROLLO DE ALIMENTOS 
0769 TECNOLOGIA DE ALIMENTOS 11 
0771 TECNDLOG 1 A DE CEREALES 
0313 N 1 G 1 ENE 1 NDUSTR 1 Al 

MATERIAS OPTATIVAS 

0019 AZUCAR 1 
0082 BIOSINTES HICROBIAHA DE 

APLICACION INOUSTRJAL 

0209 ENOLOGIA 
0294 FISIOLOGIA Y BIOQUIHICA 

DE HICROORG.IlJUSHOS 
0344 INGENIERIA INDUSTRIAL 11 
0526 HICROBIOLOGIA AGRICOLA 
0628 PRODUCTOS NATURALES 
0681 RELAC 1 ONES HUMANAS 
0710 TECNOLOGIA DE ALIIIEIITOS 111 
0782 TECNOLOGIA DE MALTA Y 

CERVEZA 

CREDITOS 

10 

7 
9 
7 

10 

9 
9 

10 
9 
6 

9 
9 
9 
6 

8 

8 

7 

8 
7 
8 
7 
6 
7 

ó de Química Analítica (vP-r diagrama 
de serl•cl6n) Octubre 1979 



DIAGRAMA 
DE SERIACION 

4 
ORIENTACION TECNOLOGIA DE ALIMENTOS 

6 7 9 

Total créditos 
mats.obligats 

382 

+ 
14 

crédit. de opt. 

1 ----~----~-----L----~~V~E~R~C~L~A~V~E~S-A~L~F=R=E~N~TE 
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4. ASPECTOS DIDÁCTlCOS CONSIDERADOS EN EL DISEÑO Y DESARRO-
.• ' 

LLO DE LAS PRACTICAS DE ENZIMOLOGIA APLICADA A LOS ALI-

MENTOS. 

Algunas materias como Enzi~1ología, necesitan prácticas 

de laboratorio para confirmar su teorfa, adquirir destreza

manual y criterio para resolver problemas. Las etapas consi

deradas en el diseño y desarrollo de las prácticas son: 

PLANEAC!ON 

EJECUCIÓN 

EVALUACION 
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1, PLANEACION 

Consiste en seleccionar, jerarquizar y relacionar 

las actividades y procedimientos necesarios para cumplir los 

objetivos propuestos en un tie~po determinado. Su real iza-

c¡ón se basa en los siguientes aspectosg 

a) Establecimiento de objetivos. 

b) Distribución del tiempo y carga de trabajo. 

e) Metodología de trabajo. 

d) Selección de recursos. 

,. 

2. ORGAN 1 ZAC 1 ON 

Consiste en desarrollar los factores considerados 

en la planeación respondiendo a las preguntasg ¿Por qué? , 

¿Qué?, ¿Dónde?, ¿Cuándo?, ¿Quién?, y ¿Cómo?. 

a) Establecimiento de objetivos 

Las prácticas se dividen en tres ciclos. En el ori 

mero se trabajará con enzimas comerciales de orfgen animal, 

vegetal y microbiano para que el alumno conozca, identifique 

y compare los diferentes tipos de enzimas; maneje y comoren

da los fundamentos de las técnicas adecuadas al laboratorio. 

En el segundo, se obtendrá una enzima ~icrobiana. El alumno 

practicará las habilidades adquiridas en el primer ciclo y 
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las aplicará en el segundo con la orientación de su profesor 

de prácticas. 

El tercer ciclo co~prende la adic:ón de enzi~as 

co~erciales y obtenidas en el laboratorio, a diversos ali 

me.ntos; se activarán e inhibirán las oresentes en los 11is~os 

con el objeto de recopilar, organizar, analizar y aol icar los 

conocimientos adquiridos en los ciclos anteriores, para la

elaboración de productos alimenticios. 

b) Distribución del tie~po y carga de trabajo 

A continuación se da un diagra~a en el que se indi 

can las se~anas disponibles y la distribución de la carga de 

trabajo en un se~estre. 



ISCMANAS 1 2 3 " 5 6 7 8 9 1 o 11 12 13 14 [116: 

1! -N-T-RO_D_U_C_C_I_ci_.N ______________ ~-+--... f ~ .. -.~ .. t--+---1--+--+--i-'t"--t----J--r--t----J~, H 
~~~~D~EN~T~i~F~I~C~A~C~IO~N~------------------------4--~~~-4~+--+~~+--+--~4--+--~,_--I l--: 
ACT 1 V 1 DAD ENZ 1 MÁT 1 CA l 1 
rA~•CT~I~V~A~C~i~ÓN~E~I~N~H~IB~I~C~I-O-N------------------+-~~--r-+--+~~+--t--i--+--r--r--~~~--1~---1 

""'P.R u.;..E.s-.A.;.;s__;;D.:;;.E_,;,.;PRc;.;E;:.,;c;,;I.,;.P ... I .... r_A.;.c ;;.,¡ o.-·N.;..._ ________ -+--+-r--+--+---1:-'--+--1--·--+--+-+-,_-+-t--+--H 
ESTABILIZACION Y PURIFICACIÓt,! DE ENZIMAS ,, 

--i 

ffif1,..;-.. --!--l----t---1-----+-LÍ_l INDUCCIÓN 

~EGULAR 1 ZAC 1 ÓN 

1 1 ¡ ! 
~--~;;..;..;..;;..;...:;..;..:__::.."--':..;::_;.~~-"-------------il---+--+-l--4--+-l--4--+-l---l---+--i--+--l··-·'-·¡~ 

~ ------------------r-~-+--+-~-4--+-~-~--+-~-f--+--~-i~+¡--, 

&LICACIÓN: E o OBTEN 1 DA 

6PLI CAC 1 ÓN: E • COMERCIAL 

···,. 1 ! 
j 

¡--__;_;_...;....;...:c _ __;_......;_;..;~..;;;...;...:..;..;.._;;.;;:.....:;;.;.;..;::..:.;..:.:..:..::... ____ ---ji---J--+-I--4--+-l--+--+-l---+--+-+--""-+--+-- r---:¡ ~Pli CAC 1 ÓN: 1 NH 1 B ~ C i ÓN DE ENZIMAS 

'1· ,j 

·~~-~~~~~----------+-~-4--+--r-4~+--r~~+--+--~1--+-kr.-----i 

l. ~ 

APLICACION: ACTIVAC~ÓN DE ENZIMAS 

APL 1 CAC 1 ÓN: MEDICIÓN DE CDNT, E, 
1 

r--'----'-'-.....;._-------------------ii--...L....-.l-----'L-...l-...- -~.L.--1---!.-l---_.¡____,____¡:..,_..JI_ ~_j 
PRIMER CICLO: SEMANAS 1~8 
SEGUNDO CICLO: SEMANAS 2~8 

EVALUAC 1 o·N 

PRÁCT 1 CASo 
TERCER CICLO~ SEMANAS 1 1~15 



e) Metodología de trabajo 

El método sugerido co~prende la unificac~ón de los 

dos siste~as de enseñanza: el tradicional y el activo, de~~ 

nera que el alu~no no sólo sea receptor en el curso de la

clase o práctica, sino que exponga, dialogue, discuta y sa

que conclusiones con el profesor y sus co~pañeros, ade~is de 

que busque la infor~aci6n que éste le deje co~o trabajo de

investigación. El profesor, tiene la función de dirigir al 

alumno para que se interese en la materia induciéndolo a un 

razonamiento con eje~plos prácticos de los proble~as que se 

le pueden presentar cuando sea profesionista. 

Entre las ventajas del ~étodo activo e~ti la agi • 

lizaci6n de la enseñanza y la diversificaclón de la infor~a

ción ya que ésta se busca tanto por el ~aestro co~o por el 

alumno. En el proceso activo, el alu~no participa de una ~a

nera. diná~ica. Si el siste~a está bien dirigido por el pro

fesor y si el alu~no se interesa en la ~ateria, se tendrán 

buenos resultados. 

En el ~étodo tradicional, el ~aestro se li~ita a 

dar lnfor~ación y el alu~no a recibirJa oasiva~ente. En éste 

~étodo, el ~aestro expone en su clase los puntos clave del 

tema a estudiar de una ~anera disciplinada ahorrándole al -

alu~no el tie~po para buscar ésta infor~ación básica. 
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Entre las desventajas del método activo se encuentra 

el hecho de que si, el alumno no está previamente preoarado o~ 

ra realizar una función de investigación activa, entonces el -

proceso de enseñanza-aprendizaje no alcanzará los objetivos -

propuestos. (1, 42, 49) 

Las actividades programadas para cada sema~a en el 

laboratorio de manera general son: 

l. Trabajo Bibliográfico: consist:rá en investigar 

los fundamentos de la práctica que se desarrollará en la si 

guiente semana. 

2. Recopilació~ del trabajo bib: iográfico de la 

semana anterior. 

3. Trabajo práctico: desarrollo de la práctica 

asignada, la cual ha sido investigada previamente oor medio 

del trabajo bibliográfico y discutida con el profesor de

pr~cticas en grupo o individualmente. 

4. Entrega de reporte de la oráctica real izada. 

5. Semanas de regul~!Jzación (9 1 lO y 16): servi

rán para. discutir el trabajo real izado hasta ése momento, re 

solver dudas y efectuar la evaluación de Jos alumnos. 

6. Tipos de evaluación sugeridos: 

A. Evaluación del trabajo bibliográfico 

B. Observación del alumno al ;real izar la prá~ 

ti ca, 



30 

C. E>··a~uación del cuestionario y del !nfor'lle 

de trabajo. 

D. Exá'llen parcial al tér'llino del segundo ci-

clo. 

E. Exá'llen global al tér'llino del tercer ciclo 

d) Selección de recursos 

Entre los recursos a considerar én la orgsniza - -

ción del progra'l!a se encuentran 'l!ateriales de aooya (equloo, 

reactivos, etc), tiempo, dinero disponible, nivel de los -

alumnos al iniciar el curso, selección de teorías y técnicas 

del proceso ensenanza-aprendizaje aplicables al programa y 

las actividades (prácticas de laboratorio, visitas a indus 

trias, conferencias y otros). (42) 

3. EJECUCIÓN 

Antes de realizar las actividades, es necesario 

conocer si cada uno de los alu'llnos est~ oreoarado para abar 

dar el te'lla por 'l!edlo de una prueba previa que puede ser es• 

crita, oral o práctica. Después de realizada, tal vez sea 

necesario añadir o eliminar objetivos del progr.;;rna, (42) 
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4. EVALUACION 

Con la evaluación se logran dos fines. El orirnero 

consiste en averig~ar el grado en que el estudiante ha alca~

zado los objetivos por medio de pruebas escritas (exámenes, -

reportes, ~uestionarios), exi~en oral, preguntas en clase, 

discusión individual o en equipo, pruebas de caoacidad y 

destreza (maneJo de materiales y equipo de laboratorio). La 

evaluación se debe realizar al iniciar el curso, durante 

el mismo y al finalizar éste. 

El segundo fin, de igual importancia, es detectar

si hay puntos débiles en el plan de instrucción corno por eje21, 

plo: si el profesor esti insistiendo en ternas que el alumno-

ya conoce a la perfección o ha supuesto que el estudiante tenía 

los conocimientos previos necesarios para desarrollar el terna: 

si el rftmo de enseñanza es demasiado lento o rápido; si el -

estudiante encuentra algunas partes confusas, carentes de in

terés o demasiado difíciles. (42) 



5. INFORMACidN GENERAL 

A. SUSTRATOS IMPORTANTES SOBRE LOS QUE ACTUAN ALGUNAS 

~NZIMAS EMPLEADAS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA 

1 ~ ========~====~=======r~===========-=· ~==r=~====·---~~~.~.~~~. ----~----------=--·-----· --1 

!~S~U~S~T~R~A~TO~~~E~ST~R~U~C~T~U~RA~~~PR~O~P~I~E~D~A~DE~S~--~----------------~E~SQ~IU~E~M~A~------------~ 
1 CELULOSA Pol1mero l i - Insoluble en agua ¡ 
j (10,20,27 neal de ~luco acidos o bases. -
¡ 35~51 ,61 sas beta{ 1-4T Soluble en soln. CHzOH ;:!¡-OH ~2o*"H 1 
1 62; unidas entre caliente de NH40H ~ HO L 0 ,... -
j sí por puentes con iones de zinc o 
• de hidrógeno. Ataque enzimático OH--O~H HO \-
¡! difíci 1. Función - 2 OH n 
. estructural. CELULOSA 
1 

~-~~CAROSA A 1 fa D g 1 ucosa No es azúcar re -

!.

' (10,20,33 y beta D fruc- ductor. Soluble en ~CHzOH 0 
35,37~51 tosa unidas agua. No contiene HO \ ~CHzOH OH 
61 62J por enlace grupos aldehído HO· o 

' glucosídico o cetona libres. H 

1 

entre los No muestra muta- O ·\ 
e y C de rrotación en so- CHzOH 

, 1 2 1 uc i ón. Función H - · 
1 glu y fru. energética. SACAROSA 
1--------+---------~----------~~~~~~~---------------~----·------
¡= ~ ! PECTINA Ac. Polianhi- Función estructu~ O 
1 (9, 10,20 drogalacturó- ral. Solublé en H. 
j 51,61 ,62) nico con COOH agua. Puede for- . H o COOH 
' total o par·.'" mar gel con azúcar ~O 

1 

cialmente me- y ácido, Variables · 
. toxi lados y contenidos de me.- Ac"!do /HO · H COOCH 3 · total o par~ toxilos y del gra ~ 

cialmente neu do de neutral iza~ polianhidrogalacturónico n ~~~· 
tralizados ción. H 
por bases. · H O 



!
HEM 1 CELU 
LOSA 
( 10,20,27 
35(51,61 
62) 

Homopo 1 1 meros 
de D x i 1 osa 
unidos por en 
lace beta(l-4) 

funcion estructu- 1 
ral. Cambian el ·¡· 

nombre según e 1 {c OH 
11 const;coyente. ~~ H~:z:::¿-o·;;\-::::::\l 

~i;~;~¡~~!~Faen ~ 0 
mANA . ~----:- 'O;f nDH 1 

4-5% de NaOH. 1 

¡--·---+-------~---------~----------------------~¡ 
ALMIDON Compuesto de: El almidón es in- ~ 1 
( 10,11,14 AMI LOSA; pre- soluble én agua ~~CH20H 1 
20,35,38 sente del 15 fria y soluble ~ 

1 47,51,53 al 25%. Son en agua cal lente. H · ¡ 
61,62,85) glucosas con H CH 20H 

uniones alfa AMILOSA '~ 
(l-4). Da co- La amilosa es so-
lor azul in - luble en agua. HO 
tenso frente r CH 20H H I'Q 

al iodo. o~~ - n La amiloéctina es 
AM 1 LOPECT 1 NA i nsol ub 1 e en agua. _ HO OH CH"'OH 
Es ramificada " 
Son glucosas ~ 
con uniones 
alfa(l-4) en H 
95% y a J fa( J-6) AM 1 LO~ECT 1 NA H 
en 5%. CH20H o 
Da co 1 or pú rpu • 0~0\. / 
ra frente al - H~ 

iodo. l H H :E~o 
1'----------~----------~~---------------~-------------------------------=n ___ _ 



PROTE 1 NA. 
(6,9, 10, 
20,35,51, 
61~64,78, 
92) 

Formadas por •• 
t alfa aminoáci

dos unidos por 
enlaces amídi
cos 'covalentes 
o enlaces pep
tídicos para 
formar pépt i -· 
dos que se unen 
y forman po 1 i 
péptidos y -
que constitu
yen las pro -
teinas. 
Sus niveles de 
estructura son: 
Primaria 
Secundaria.· 
Terciacia y 
Cuaternaria. 

Se clasificéiln 
por .su: 
Función (trans
porte;-Aimace -
narni.ento, etc) 
Solubi 1 idad 
(globulares, y 
escleroproteinas 1 

que se dividen 
en globul inas 
albuminas, pro
laminas, glute
linas, e histo
nas) . . . . 
Valor nutritivo 
por. su conteni· 
do y relación de 
Jos aminoácidos 
~senciales: .. 
1 isina, triptofa 
no, fenilalanini, 
treonina, valina, 
metionina, leucl · 
na, i so 1 eue i na 
se dividen en: 
a) Proteínas de 
altó valor nutrí 
t ivo. -
b) Proteinas de 
bajo valor nutrl 

· t ivo. 

ESTRUCTURA 
SECUNDARIA 

DE ALFA 
H~ll CE 

ESTRUCTURA T8RC 1 AlU A 



" LIPIDOS 
(10,12,20 
35, 51,53 
61' 62,92) 

Esteres de 
acidos grasos 
y glicerol 

la unión ester es ~ 
susceptible de hi- 1 
dról isis ácida y 
alcalina. lnsolu~. ~;: 
bles en agua. 
Solubles en salven 
tes orgánicos. -
Se clasifican en: 
ACILGLICEROLES 
( tri g 1 icé r i dos • 
Los de origen ve -
getal son liqui'dos 
a te~peratura am
biente. Poseen 
ácidos grasos ins~ 
turados). 
FOSFOLIPIDOS 
l="ormados por gli
cerol, ácidos gra
sos y una base ni
trogenada. 
ESF 1 NGOL (p 1 DOS 
Relacionados con 
tejido~ y membranas 
GL 1 COL 1 P 1 DOS . 
Derivados prima -
rios de un carbohi
d~ato-g 1 i cero 1. 
LIPIDOS TERPENOIDES 
la unidad isopre -
noide puede formar 
compuestos como hui 
carotenoides, este
roldes. etc. 

ACILGLICEROLES 

TH 20COR l 

R2-cooCH 

!H20COR3 
Triaci 1 glicerol 

·., 

FOSFOL(P 1 DOS 

CH OCOR 1 

2 1 
2 

R·coo-.:.c--H ·¡ fH 
cH 2Cl--ro 

3-sn fosfatídicHo 

ESF 1 NGOL 1 P 1 DOS 

fH -· 
HCCH-CH(CH 2) CH 3 .. t 12 

H 2 N-----~H 
CH20H 

4 esfingenina 

' ( 

GLICOLIPIDOS 

TH2 OCOR 
1 

R2cootH 

!H --~-
2 

CHzOH 

H 

TERPENOI DES 

diaci 1 glicerol 



B. ASPECTOS PRINCIPALES DE ALGUNAS ENZIMAS USADAS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA. 

(*) No se encontraron datos en la bibl iografia consultada. 

Alfa -
amiTasa 
animal 
vegetal 
micro -
biana 

!
" 13, J L.•, 25, 

43,69,78, 
"91. 

CARA~TERISTICAS 

Ende enzima. Hidroliza 
1 a unión a 1 fa( 1 -4). 
Sitio Activo: gr~po car 
5oxí1o de ac. aspártico 
o glutámico 
grupo imidazol de histi 
di na. 
Al agregar Cl- se selva 
ta el NH3 y aumenta la 
actividaa. 

SUSTRATO 

, 
ALMIDON. 

pH . OPTIMO 

4.5 

a 

7.0 

segGn 1 a 
fuente. 

. T ACT 1 VADOR 
OPTIMA INHIBIDOR 

25 Act; vador 
agentes re-
ductores 

a Ca la esta-
bi.] iza. 

30°C 1 nh i b i dor: 
alfa a11i- acidos y 
lasa bacte ál ca 1 i s a 
r i ana:~: sooü'_! alta conc. 
ta ternoera- ~ tempera-
tu ras de-: tura. iones 
65 a 75oC ' de metales 

let~--------r--E-x_o __ e_n_z_i_m_a ____ R_e_m_u~e-v_e __ u_n_i--4---~------~~r-----------~-----------4-------------
~mi iasa dades de maltosa de los 

a oH 6.0 pesados. 
EDTA. 

5.0 20 Act ivador: 
glutatión 

plantas su- finales no reductores de 
~eriores y cadenas de polisacáridos 
~lgunos mi- Hidro] iza la unión alfa 

f
~roorganis- (1-4) e i~vierte la con-

os. figuración. 
13, 14,25, Sitio Activo: grupos 
L3 6" 78 -=-sR y probablernente ~ ' ';)' , 
91. -COOH. 

1 ¡ 
1 .. 

a a 

ALMIDON 6.0 
o 

30 

redLc ido 
~ suero de 

e albGr,1ina 
inhibidor: 
acidosy 
temperatura 
elevada. 
iodoacetami 
da, rnale-
imi da, 
p-Cl mere u-
ribenzoato 
e i el odextri 
nas. 

1 

t 



1 Celulasa 

1 
Hongos 

, Bacterias 
animales 
que digie
ren rnade-

l 
ra. rurnen. 
cornprende1 

1 CELULASA 
11 B-ETA 1, 

1

1 

GLUCANASA 
1 1 1 BETA 

l
. 1,4 GLUCO
S 1 DASA. rB.9l. 
lnvertasa 
Animal 
Vegetal 
Microbia
na. 
43,78,91 

Existen 3 tipos: 
Cristalina: rompe los 
puentes de hidrógeno 
Beta 1 g 1 ucanasa: es 
endo y exo.(l-4) rinde 
cadenas de 5 a 7 unio~ 
nes de glucosa. 
Sitio Activo: 
NH2 -i:OOH ~sH 

Hidroliza el enlace de 
glucosa - fructosa 
Sitio Activo: 
Histidina y grupos 
tioles. 

l CMC ( 1) 
: CELULOSA ( 1) 
: 'CELOB 1 OSA( 1 1) 

CELOHEXOSA 
( 1 1 1 ) 

SACAROSA 

Cercano 
a la 
neutrali
dad. 

pH óptimo 
5.5-6.0 

4.5 

a 

5.5 

35 

a 
o 

55 e 

Act ivador: 
ciste1na 
colorantes 
ácidos: 
rojo congo 
eritrocina 
lnhibidor: 
1ones de 
metales 
pesados 
Reactivos 
-SH 
oxidantes 
reductores 
glucosa 

inhibidor: 
iodo 
111etales 
pesados 
(Ag,Hg< 
Cu, ZnJ. 

t---------1-------------------------1--------------i-------------4------------~----------t 
Beta
GalaCtos i
das a 
rcactasa 

Animal 
Microbia-

~~.78,91. 

Hidrólisis de Beta-O 
galactosido· ... y alfa-L 
~rabinósidos. Sobre lac
tosa/rinde glu y galacto
sa. 
Sitio Activo:El -SH actúa 
corno ácido protonando el 
~~el gl icósidico y el 
I'Tlidazol corno nuc{eófi}o 
y ataca Cl de glucósido. 

LACTOSA 

6-7 
4-~.5 

segun fuent 
7.7 en au

sencia de 
NaC 1. 

30 a 
o 

50 e 

Act ivador: ' 
cornp. r=educ 
tores. 
cisteina 
su 1 f i to de 
sodio. 
1 nh i b i dor: 
Hg,Cu,Fe 
ni t rofen i 1 
tiogalactó 
sidos. 
galactosa 



Pol igalac
turonasa 
Vegetal 
Hongos 
Bacterias 
9,43,.78, 

90,91. 

Pectato
l iasa 

H"ongos 
Bacterias 

1 9,43,78, 
<90,91. 

HidroJiza enlaces glico
sídicos de.las sustan
cias pécticas en presen
cia de agua. Son endo -
enzi~as o exo enzi~as 
se dividen en cuatro 
según su acción. 
Sitio Activo: Grupos 
_COOH y grupo i~i dazol. ; 

Re~ueve grupos de hidró
geno de C4 y C5 por t ran! 
eli~inación de los en
laces glucosídicos. 
Son endo o exoenzi~as 
Las endo actúan sobre 
pectina 

PECT 1 NA 
AG. P(CTICO 

PECTINA 

AC. PÉCTICO 

4.5 

a 

6.0 
oH 6ot·~o 
3.5-4.2 
é> 55-60°C 

8.0 

a 

9.0 

Resiste 
altes te~
Qeraturas. 
Es acti~é' 
desoués de 
calenbarla 
a lOO C oor 
15 11inutoz 

Act ivador: 
Ca 
1 nh i b i dor: 
Po 1 i ten o -
1 icos 
Calor 

Act i vador: 
requ1eren 
~ucho Ca. 
! nh i b i dor: 

EDTA 

Las exo en ác.péctico 

~----;-----~----~---+~-------~------4-------+--------~~ 
Pectin-
1 i asa 
Hongos 
9,43,78,90 
91. 

Ye~icelu-lasa:-
~ongos, ani
~ales que 
pigieren 
radera 

90 

Re~ueve grupos de hidró
geno de c4 y es por 
transeli~inación. No 
requiere agua 

Su acción depende del 
sustrato sobre el que 
actúa. 

PECTINA 

ARABINANAS 
MANANAS, 
XI LANAS 
ETC. 

4.5 

a ( *) 

6.0 

3.5 50 

a a 

4.5 

Act lvador: 
""fOSfátüs-
citratos 
lnhibidor: 
Calcio 
exceso de 
sustrato. 

1 nh i b i dor: 

85°C 
en realidad1 
es de~natur~ 
1izaci6n en 
este caso, 



Garna
p;;rjffasa 
Bacterias 
ly Hongos 
1 1 • 

1 

g ucoarn1-
lasa. 

¡ 
14,25,43, 
69,78,91. 

1 

l 
Arn i 1 o -
glucosida
sa. (1-6) 
Microbiana 
Veg9eta 1 
7 • 91. 

Exo enzima. Remueve uni
dades de glucosa de los 
finales no reductores 
de cadenas de sustratos 
Produce glucosa. Hidro-
! iza uniones alfa (1-4) 
alfa(l-6) y alfa(l-3) 
lnyierte la configuració 
Sitio activo: 
Dos grupos -COOH 
uno protonado y otro 
ionizado 

Enzima desrrarnificante 
Hidroliza uniones alfa 
( 1-6) 
Produce glucosa del la
do no reductor. 

ALMIDON 
MALTOSA 
·AMI LOSA 
AMILOPECTINA 

PULUL~NA 
ALMIDON 

4.0 1 
a 

4.4 

5.0 

a 

7.0 

50 

a 

( *) 

Activador: 
Magnesio 
1 nh i b i dor: 
Cualquier 
sustancia 
qt..e inhi
ba los gr~:~
pos -COOH 

( *) 

!----+-----:-------+--~----il-------~--~--1------,,-

Pectin
rnet i 1 
estearasa 
Vegetal 
Microbia
na 
9817,43, 
7 ,91. 

Remueve grupos metilo 
de las sustancias péc
ticas rneti1adas. 

PECTINA 
'. 5. o 

a 

8.0 
(segLn fuen
te) 

oH óotirno 
7.5 

hasta 
50 grados 
centígra
dos 

Activa don 
NaCl, Ca 
iones ~le
tálicos 
lnhibidor: 
ca:Tür--
Po 1 i fenó-
1 icos. 

Oxida glu. a ác. glucó- GLUCOSA 4.5 a 7 Act1vador: 
nico. Funciona corno des- .¡ ,~_. ._. 30°c ~OA 
hj drogenasa ¡,,h i b i dor: 

Glucosa
ox i dasa
filicro
biana 7l:l,91. qt..elantes Cu 
~-.----~--~~--~~~----------------~--------------L-----------~----------~~---~--



Lioasa 
pancreáti
tS:a 

Animal 
12,14,43, 

78. 1 

PaQ_a i na 
Vegetal 

26,43,58, 
64,78,91. 

Actúa en la interfase ~s
agua-lípido. Pueden hi-
drolizar 1,2 ó los 3 LIIPIDOS 
enlaces de triglicéridos 
Actúan en un medio con 
mi celas 
Sitio Activo: S-S, -SH 
serina, histidina 

Es endopeptidasa, hidro
! iza grupos amino de Jos 
alfa arnino substituidos 
(arg, 1 is, glutarnina, 
his, gli, tir) 
Sitio Activo: 
-SH. Presenta un S-S 

GELATINA 
ALBUMINA DE 
HUEVO. 
SEGUN ELpH 
CASEiNA 

6-7 

6-7 

l 7.5a8.3 

l 
1 según tempe 

ratura 

Act ivador: 
Cisteina 
cianida 
e 1-
1 nh i b i dor: 
Co~1pues tos 
surfactan
tes. 
DFP 

Act ;.,..tador: 
Reoi:;ctores 
HCN :, 
EDTA 
cisteina 
NaC1 
1 nh! b i dor: 
oxTda;ites 
pH4 -· alta 
metales pe
sados S-H 

~--------~-------------------------r------------~4------------+------------~----------

Proteasa ácida. ror¡1pe Jj Renina 
Animal 
2,_43,64~ 
7o,90,91 

Poi ifenol 
pxidasa 

Hongos 
Vegetal 
78,90,91. 

el enlace de fenilala- GELATINA 
nina y rnetionina de la CASEINA 
cappa caseina 
Sitio Activo:Dos COOH 

2 a 4 
1 nh i b i dor: 
Agei1te5 
diazo 
fen i 1 ac i J 
b ro~1u ro 
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C. PRINCIPALES MICROORGANISMOS USADOS EN LA OBTENCION DE ENZIMAS. 

:1 ~fCROb~~ANISMO 

spergillus niger 

ONGO 

(3,9,15,29,32,41, 

55,75,81 ,85) 

es ter i gma 

esterigma 
1>/ secundario t: esterigma 
i~·orimario 

\\- ves í cu 1 a 

APLiCABLES A LA INDUSTRIA ALIMENTARIA. 

PROPIEDADES DEL GRUPO 

HONGOS 

No contienen clorofila, 
Son multicelulares y se 
se debe considerar la 
far~a an~qtie se asocian 
Comprenden cuatro clases: 
Ficomicetos, Ascomicetos, 
Basidiomicetos y hongos 
imperfectos o mohos, Los 
tres primeros se reprod~ 
cen por exporas sexuales 
en el último la reproduc 
ción es asexual. -

Algunos rnohos tienen im
portancia en fermentación 
y conservación de alimen
tos. Los mohos están for
mados por filamentos o hi 
fas. 1 nc 1 u yen 1 os géneros: 
Aspergillus y Penicil ium 

PROPIEDADES DEL MICROORGANISMO 

ASPERGILLUS. 

Septado, micelio ramificado. En la 
porción distal, el conidióforo se 
hincha formando una vesícula que s~ 
porta los esterigmas de 1o~ que se 
desprenden los conidios. 

Esterigmas sencillos o compuestos 
y coloreados o incoloros. Conidios 
en cadena de color generalmente 
verde marrón o negro. Puede pre
senta~ algún otro·color. 

o 
Algunos crecen a 37 C o mas. 
Necesitan para su crecimiento: 
N, C, H, O, S, K, P, ... Mg y otros. 

A. niger, 
Ticurre en granos, frutos, vegetales 
fibras y tejidos, lácteos y otros. 
Produce gran variedad de enzimas: 
amilasa, lipasa, celobiasa, maltasa, 
celulasa, melicitasa, cuajo, nucle~ 
sa, emulsina, peptinasa, genciana
sa, proteasa, glucosidasa,invert~sa, 
rafin¿sa, tannasa, cimasa. Neces1ta 
Ni y Mg. Produce: ac. cítrico, fu
márico, oxálico, glucónico, gálico, 
etc. 



Sacharomyces 
. cerev i cea e 

( 3' 15' 21 ' 

23, 29, 32, 

36' 41' 44, 

55, 75, 81) 

~ Saccharomyces 'tJ cereviceae 

®0~ 
Germinación. 

de ascosporas 

Oiv i si ón. 
del núcleo 

LEVADURAS 

Pertenecen a la subdivi
sión Talofitas, designa
das como Eumicetos u hon 
gos verdaderos porque no 
poseen clorofila. Se di~ 
tribuyen en tres familias: 
- Saccharomycetaceae 
- Sporobolomycetaceae 
~ Criptococcaceae 

Se sitúan entre las bac
terias y hongos superio
res en cuanto a tamaño. 

Reproducción: 

Por gemación (vegetativa) 
que puede alternar con la 
simple escisión 

Las células individuales 
suelen ser esféricas, o
voides o elipsoideas. 

No poseen flagelos y son 
inmóviles. Se aislan del 
suelo, viñedos, huertos, 
uvas, manzanas, frutos 
dulces, limón, hojas, etc. 

SACHAROMYCES 

S. cereviceae se utiliza en la i~ 
dustria para fabricar alcohol, vi-. 
no, cerveza, cognac, ron, w~Jsky y 
pan, cepas de su especie, etc. 
Puede ser aerobio o anaerobio, en 
el primer caso asimila la mayoría 
de los carbohidratos disponibles y 
la energía necesaria para el cre~i 
miento y reproducción, la obtiene 
vía aerobiosis. En el segundo, los 
carbohidratos disponibles se fer -
mentan y dan alcohol y co2. 

Fermenta fácilmente: glu,fru, man, 
sacarosa maltosa. Con dificultad 
la galactosa. La rafinosa es fer
mentada por levaduras de fondo, 
pero solo una tercera parte por le 
vaduras superficiales. 
La lactosa no es fermentada. 

0 T. de espgrulación: Máx; 35-37 C 
Mín: 9-11 C, óptima: 300C. 
Necesita: C (melasas, a.a. en pe
queña cantidad, ác. láctico, aleo 
hol etílico, etc). N (agua amonia 
ca 1, sa 1 es amén i cas, peptonas,. pe .e_ 
tidos aminoácidos o urea). Los nl 
trato~ y nitritos no son asimila
bies. Fósforo (fosfatos). Mg. y 
vitaminas. Cofactores bias (bioti
na, ác. pantoténico e inositoll 
pH 3.5 a 4.5. La enzima que pr~ 
duce principalmente es invertasa. 



Baci llus 
C::l1ht. 1 • <:: 

(3, 15' 29, 

32, 34, 41' 

55, 75, 81 ' 

85) o 

Gr'ánu 1 os 
rnetac rornát i co·s 
de Bacillus 
subti lis. 

BACTERIAS 

El esporangio no difiere 
de las células vegetati~
vas excepto cuando se a
bulta por espo~as rnas lar 
gas que el diárnetro de Ta 
célula. 

Son esporangios en forrna 
de huso cuando las esporas 
son centrales, o en forrna 
de cuña si son terrnina -
les. 

Son grarn positivo por lo 
general. 

Es rara la presencia de 
pigmentos. Son aerobios 
rnicroaerófilos y anaero
bios. Licúan fuertemente 
la gelatina, fermentan 
los azúcares. En algunos 
casos forrnan gas. 

Algunas especies son t~r 
rnófilas con crecimiento 
rápido a 55oc. 
Son principalmente sapró 
fitas y se encuentran co 
rnGnrnente en el suelo unos 
pocos en anirnales corno in 
sectos, parásitos o paté~ 
genos. 

BACILLUS 

Farnil ia: bacil laceae (celulas de 
forrna alargada capaces de produ
ctr esporas, con flagelos peri -
féricos o inmóviles. 
las en~osporas son cilindricas, 
elipsoidales o esférica~ y son 
localizadas en la parte central, 
subterrninal o terrninal. 

Bacterias en forrna alargada al
gunas veces en forrn~ de cadena, 

Presentan un esporangio usual -
rnente no diferente de las célu
las vegetativas. 

Son aerobios. 

Se encuentran presentes las 
catalasas. Algunos rnuestran co 
Jonias ásperas y forrnando una 
capa en el cultivo; oxidan los 
carbohidratos, producen una pe 
queña acidéz sin la acurnulacion 
pronunciada de productos carac
terísticos. Habitan en el suelo 
Las esporas de B. subtilis (rnesó 
fi'lo) son rnenos resistentes que
las de Jos terrnófilos. Algunas 
son arnilolíticas; Determinan la 
hidrólisis extracelular del alrni 
dón corno B. subtil is y Cl. butí~ 
ricurn. Entre las enzirnas que pro 

dLce se encuentran: arn.:i lasa, pro
teasa y lipasa. -



D. USOS GENERALES DE LAS ENZIMAS 

NOMBRE FUENTE 

Ami lasa Malta 

Ami lasa Hongos 

UTILlZAClON INDUSTRIA 

Transformaci&n del al• 1,2 
midón en dextrinas y 
azúcar fermentable. 
Se usa en el malteado 
y para dar cuerpo a la 
cerveza. 

Acelera la fermentaci&n 3 
del pan, da volt'lmen a 
la hogaza, color a la 
costra, textura y sabor 

·a 1 migajón. 

Degradación del almidón 4 
previamente licuado a 
jarabes ricos en malto
sa·. 

Amilasa Bacte • Eliminaci&n de turbidez 1,2 
riana. indeseable, conversi&n 

del almid&n en az~car 
fermentable especialmen 
te los adjuntos de la"" 
malta, 

Ami lasa Bacte" Licuefacción del almi! 5 
riana d6n para permitir un 

flujo libre en la ela 
boraci&n de chocolate 
y cocoa. 

Ami lasa Bacte-
riana 

Ami lasa Bacte
riana 

Ami 1 asa Bacte
riana 

Ami 1 o.. Hongos 
glucosl 
das a 

Recuperación de azúcar 5 
de desechos de la manu 
factura de dulces~ 

Solubilización del almi 6 
dón para clarificación-
de jugos de frutas. 

Retarda el proceso de 3 
retrogradación del al 
mid6n y el envejeci ~ 
miento del pana 

Hidrólisis de amilo- 4 
sa y amilopectina a 
glucosa. 

REF~ 

59,87' 
80 

80' 83 '91• 

78,86,87 
80 

80,91 

80,87 

78,80 

80,87 

78,91 



glucosa 
isomera 
sa 

Glucosa 
oxidasa 
Cata la ... 
sa. 

lnvert~ 
sa 

Pecti .. 
nasa 

Pecti
nasa 

Pecti-. 
nasa 

Pecti
nasa 

Pecti
nasa 

Gluc~ 
nasa 

hongos 

Hongos 

leva
duras. 

Hongos 

Hongos 

Hongos 

cítri .. 
e os 

Hongos 

bacte
riana 

Conversión de jarabes 
de glucosa en produc
tos mas dulces que con 
tienen fructosa en cJer 
ta proporción, 

Eliminación de 02 y/o 
glucosa de (cerveza, 
bebidas carbonatadas, 
huevo deshidratado,qu~ 
so, carne, leche en pol 
va jugos, pescado, vin0, 
etc, Estabilizar terpe
nos de los cítricos. 

Eliminación de la cris 
tal i cae i Ón. 
Licueffacción de centros 
de dulces. 

rucuefacción de centro~) 
~e dulces. · 
Hidrólisis de la pecti
na durante la fermenta
ción del cacao. 

Hidrólisis del recubri
miento gelatinoso de la 
fruta durante la fermen 
tación. 

Hidrólisis de la pectina 
de la pulpa de la aceitu
na que permite mejor ex
tracción del_aceite. 

Evita la ge1atinización de 
concentrados de cítricos 
Clarificación expontánea 
de los jugos, 

Clarificación~ aumento de 
rendimiento, racilidad de 
filtración, evita gelatinl 
zación en jugos y vinos. 

Ac"eleración de la filtra
ción de la cerveza por e
liminación de los gluca
nos. 

4 

7 

5 

5 

8 

9 

6 

6 

76,78,86 
91 • 

43,73,76 
87 

17,43,76 
91 

17,76,91 

17,76,91 

9,~,17,43 
7o,87 

78 



lacta 
sa 

Celu 
lasa 

Celu 
lasa 

Celu 
lasa 

Prote 
asa 

Protea 
sas 

Papal_ 
na 
Brome
Ji na. 
ficina 
otras 
prote~ 
sas 

Pepsl 
na 
Reni
na 

leva
duras 

micro 
biana 

micro 
biana 

micro 
biana 

Hongos 
bactea 
rias 

Hongos 
Bacte
rias 

Papaya 

Piña 

Higos 
Micro 
bianas 

Vise~ 
ras 

Eliminación de la cristal i 11 
zación de la lactosa. 
Estabilización de proteína 10 
de la leche por elimina -
ción de la lactosa. 

Degradación de celulosa en 8 
el secado del café 

El iminaclón del carácter 6 
granuloso de peras 
Pelado de duraznos, toma-
tes, etc. 

Transformación de desperdi 7 
cios, papel y aserrfn en -
materiales nutritivos. 
Rompimiento de paredes ce 
lulares para liberación de 
proteínas. Ablandamiento de 
materiales vegetales. 

Degradación de glúten, pro- 3 
duciendo masas extensibles 
suaves, de meJor mov i 1 i dad, 
pan de mejor textura y ca-
lidad. Reduce el tiempo de 
mezcla y 1 ibera la beta a-
mi lasa. 

Mejora las características 12 
de proteínas. Elaboración 
de pasta de soya fermentada 
y bebidas japonesas 

Ablandamiento de carne 1,7 
Fabricación de hidro! i-
zados de proteínas (re-
cuperación de proteínas 
de huesos, glúten, soya 
desechos de pescado etc) 
Producción de aceites 
al separar la proteína 
Estabilización de la cer 
veza fria al precipi --
tar proteínas, favorece 
el sabor, cuerpo y filtración 

HidrÓlisis de la kappa 13 
caseína formando la le-
che cuajada. Desarrollo 
de sabor del queso dura~ 
te su añelamiento. 

73,78,91 

91 

27,76,91 

27,91 

27,78,91 

64,87 

64,78,79 
91 

5 43 58 
64,7G,7B 
79,86,91 

2 64 73 
7G,7B,79 

i 

i/ 



Prot~ 
asas 

Prote~ 
sas 

Lip~ 
sa 

Lip~ 
sas 

L ipoxl 
gen asa 

Estear_é_ 
sas 

Al in~ 
sa 

Ami la 
sa 

Prote 
asa 

Varios 

Varios 

Leva
dura 
Hongos 
Bact. 

leche 

soya 

fruta 

cebolla 
berro 
ajo 

Mejora las características 
del secado de huevo. 

Tratamiento de ptoductos 
protefnicos de desecho 
para convertirlos en al i
mentos para ganado, 

Hidrólisis de lípidos (a
ceites y grasas) a gl ice
rol y ¡c~dos grasos. 

Añejamiento para prod. quesc 

Blanqueo de la harina 

Selección del momento de 
cosecha, tiempo de almacén 
y condiciones de proceso 

Actúa sobre precursores del 
sabor momentos antes de su 
consumo al hacer cortes al 
a 1 i mento, 

Bacteri§ Modificación del almidón pa 
na ra revestimiento de papel -

Eliminar apresto de telas 
Quitar empapelado de pared, 
Producir almidón que se hinE 
cha en frio para lavandería 

Bacte
riana 
Hongos 

Eliminar apresto de telas 
Macerar y depilar pieles 
Desmanchar ropa 
Recuperar plata de las pe
lículas usadas. 

7 

14 

9 

13 

3 

6 

7 

15 

16 
7 
17 

16 
18 
17 
19 

64,79,91 

91 

43,78,90 

43,78 

90,76 

90 

43,80 

43,80 
43,80 
43,80 

43 
43 
43 
43 

Las 1ndustr1as se 1nd1can como s1gue: l,Cervecerfa, 2. Bebi
das destiladas, 3. Panificación, 4. Fabricación de jarabe's~ 
5. Confitería, 6. Frutas y vegetales 7. Diversas, 8. FabriC:~ 
ción del café, 9. Producción de aceite, 10. Lácteos, ll.Pos
tres y helados, 12. Industrias que usan cereales, 13. Quesos 
14. Alimento para ganado, 15. Papelera, 16. Textil, l7.La
vandería, 18, Papelería, 19. Fotográfica. 
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! !!. MATERIAL 

A. ENZIMAS 

Las enzimas utilizadas para el desarrollo de 

las prácticas son las siguientes: 

Enzimas obtenidas en el laboratorio 

PROTEASA 

Ll PASA 

AMI LASA 

INVERTASA 

CELULASA 

PECTINASA 

50 



Enzimas comerciales 

NOMBRE DE LA ENZIMA NOMBRE COMERCIAL . FABRICA • UNIDADES 

AMILASA BACTERIANA TENAS E ENMEX ~-40-3 70000 
MWU/g 

;LUCOAMILASA FUNGAL DIAZYME ENMEX 100 DU 1 g 

>ROTE ASA BACTERIANA H. T. PROTEOL YT J.C ENMEX 200 N U/g 

>ROTEASA BACTERIANA BREW-N-ZYME ENMEX 700 N U/g 

tEN INA MARZYME ENMEX 90-92% 

1M 1 LASA FUNGAL y 

1 

800UHB/g 
'ROTE ASA PANZYMA ENMEX !350SKB/g 

ENZIMAS Y 
'ECT 1 NASA PANZYM PRODUCTOS ( *) 

QUIMICOS, 

ENZIMAS Y 
EMICELULASA ... - "" ... PRODUCTOS ( *) 

QU 1M 1 COS. 

ANCREATINA FUNGAL ENZIMAS Y .......... ~ PRODUCTOS 24 NF 
QUIMICOS. 

MILASA FUNGAL Y 
ENZIMAS Y JODO SKB 

P,A.F.375 PRODUCTOS 3000 HUT ROTEASA FUNGAL QUIMICOS. 

::CTINASA - - - - TRAVENOL ~*) 

~VER TASA .......... TRAVENOL (*) 

\PA 1 NA - - - - TRAVENOL (*) 

HLASA. PANCRE~\ ICA BIOQUIMICA \OTEASA PANCREATICA PANCREATINA 
PASA PANCR~ATICA NARVEL 4NF 

{*) NO SE PROPORCIONARON DATOS 



M.W.U. 

S.K.B. 

H.U.T. 

N.U. 

NOTA: 

52 

Definición de unidades 

Cantidad de enzima que dextriniza lOO mg de almid6n 

soluble en 30 minutos bajo las condiciones de ensa-

yo (ENMEX). 

Cantidad de enzima que cataliza la producción de 1 g. 

de glucosa en 1 hora bajo las condic:ones de ensayo 

( ENMEX). 

Cantidad de enzima que hidroliza 40% de 1 litro de 

sustrato de caseína en 60 segundos bajo las condi -

cienes de ensayo. (ENMEX). 

150 M.W.U. (ENMEX). 

Actividad Amilásica: 

Cantidad de pancreatina que digiere lO mg de almi -

d6n de papa seco (Reference Standard) bajo las con

diciones de ensayo (NATIONAL FORMULARY). 

Actividad Liéásica: 

Cantidad de pancreatina que libera 1.0 microequiva

lente de ácido por minuto a pH 9 a 37°C bajo las con 

diciones de ensayo, (NATIONAL FORMULARY). 

Actividad proteásica: 

Cantidad de pancreatina que digiere lO mg de case-

ína bajo las condiciones de nesayo (NATIONAL FORMULARY) 

1,22 X H.U. (EN~EX) 

1450 H.U. (ENMEX) 

Se sugiere emplear los métodos descritos en las práE 

ticas No.l y No.2. 

,1 
V 



B, SUBSTRATOS 

CARBOH 1 DRATOS 

Almidón 

Sacarosa 

Carboximetilcelulosa (CMC) 

Pectina cítrica 

Glucosa 

PROTE 1 NAS 

Case í'na 

Grenetina 

L(PIDOS 

Mantequilla 

Aceite de 01 ivo 

Aceites Vegetales 

53 
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C. MICROORGANIS~ 

HONGOS 

Aspergillus níger. 

LEVADURAS 

Saccharo~yces cereviceae 

BACTER 1 AS 

Bac i 11 us subt i 1 i s, 



D~ MATERIAL Y EQUIPO DE LABORATORIO 

MATERIAL 

Frascos de boca ancha 

Cajas Petri, tubos de ensayo 

tubos. de vidrio 

Visc~címétro, densímetro 

Pipetas vol y graduadasr 

(0.1,1.5.10,20,25,50 ml) 

Buretas, frascos con tapón es 

merilado, cuerpos de ebullición 

mdtraces eelenmeyer(250, 100,500 mi) 

matraces aforados(I00,250,50Qml). 

agitadores, pinzas, gendarmes 

Vasos de p.p. (50, 100,250,500 mi) 

embudos, mechero, tripié, soporte 

porta y cubre objetos 

papel aluminio, filtro, indicador 

algodón, goteros 

gradillas, espátulas, termómetro 

Pfcnómetros, cronómetro 

tapones, mangueras, pinzas de mohr 

vidrio reloj. 

EQUIPO 

Potenciómetro 

Refractómetro 

Colorímetro 

EspectofotómetiO 

Agitddor magnético 

parrilla eléctrica 

Polarímetro 

.Estufa 

Baño de agua 

Cámara de refrigeración 

Manómetros 

Balanza 

Equipo de Vacío 

Bombas de Aereación 

Incubadora 

Licuadora 

Microscopio 

Autoclave 

Centrífuga 



E" SUBSTANCIAS 

Carbonato de sodio 
Tartrato doble de Na y K 
Sulfato de sodio 
Bicarbonato de sodio 
Arseniato de sodio heptahidratado 
Acetato de sod1o 
H.i dr6x ido de sodio 
Metabisulfito de sodio 
Benzoato de sodio 
Cloruro de sodio 
Tiosulfato de sodio 
Bisulfito de sodio 
Fluoruro de sodio 

Acido sulfúrico 
Ac i do cí t r i co 
Acido clorhídrico 
Acido acético 
Ac.i do nítrico 
Acido 3,5 dinitrosalicílico 
Acido succínico 
Acido galacturónico 
Acido tricloroacético 

Glicerol 
Propiléngl icol 
Sorbitol 
Fenol 
Tween 20 

lodoacetamida 
p-mercuribenzoatos 
lodobenzoatos 
N-eti lmaleimida 
Cianuro de potasio 
Cisteína 
Glutatión 

Acetona 
Etanol 
Metano! 
Propano] 
lsopropanol 
Elcohol poi ivinfl ico 
Alcohol decí~ico 

Fenolftaleína 
Rojo de met; 1 o 
Naranja de metilo 
Azul de metileno 
Azul de bromotimol 

Sulfato Cúprico 
Sulfato de amonio 
Diisopropil fosfato 
Cloruro de plata 
Cloruro de mercurio 
Cloruro de calcio 
Molibdato de amonio 
EDTA 
lodo resublimado 
Urea 
Hidróxido de potasio 
loduro de potasio 
Permanganato de potas~o 
Agua oxigenada 
Goma arábiga 

Duo! ita 
Amberlita 
Sephadex 
Acrilamidó9 
Sepharosa 
CMC 
Colágeno 
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B.. DESARROLLO DE LAS PRÁCTICAS 

PRACT 1 CA No. 1 s IDENTIFICACIÓN DE ENZIMAS 

BASES TEÓR 1 CAS 

Las enzimas, co~o todo cataltzador, aceleran la ve12-

cldad de una reacci~n sin afectar su constante de equillbrio 

Por lo general actuan a temperaturas inferiores que los q 

mismos y est~n b~sica~ente constituidas por proteinasJ en oQ 

casJones, contienen un co~pon~nte n~ prot~ico (COFACTOR), 

que puede estar representado por un carbohidrato, fosfatos, 

Jfpidos, iones ~et~licos o peque~os residuos moleculares m$ 

org~nicos. Los cofactores pueden ser de tres tiposr ~ 

PROSTETICO, COENZIMA O ACTIVADOR METÁLICO. Cuando un bioc~ 

talizador contiene un cofactor, se llama APOENZJMA a la par 

te prot~ica y HOLOENZJMA al conjunto de la APOENZIMA y el 

COFACTOR. 

Las enzimas general~ente presentan especfficidad de • 

grupo, o sea, pueden actuar sobre un grupo general de com -

puestos: sin embargo, a veces la especificidad es tan avan~ 

zada que la enzTma tan solo puede atacar a un ~nico substra-

to. 



~1 

Las enzimas pueden dividirse en clases de acuerdo 

a diversos siste~as. Algunos de los posibles m~todos de el~ 

siffcaci6n se enu~eran a continuaci6n. 

1. Lugar de acci6n (extracelular o intracelular) 

2. Orfgen de la enzima (vegetal, anlmal o microA 

biano) 

3. Co~posici6n qufmica (proteina simple, metalo

prmteina o globular conjugada) 

4. Tipo de reacci6n catalizada (hidr61isis~ oxi~ 

daci5n, dismutación) 

5. Substrato tfpico afectado {carbohidrato espe

cffico, lfpldo, etc). 

La Co~isi6n Internacional de Enzimas, en el Simpo

sio de la Unión Internacional de Bioqufmica efectuado en 1961 

acordó reglas especfflcas para la clasificaci6n de enzimas. 

La eomisión propuso seis clases principales basa

das en el tipo de reacc1&n catallzada, con ulterior subdfvi

si6n basada en la naturaleza de la reacción catalizada y el 

tipo de enl~é que se forma o que se rompe. Las seis clases 

son8 OXIDOREDUCTASAS, TRANSFERASAS, HIDROLASAS, LIASAS, 

ISOMERASAS, LIGASAS. 
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La identificación de enzimas se ouede realizar de 

manera cualitativa observando su acción sobre diferentes sus 

tratos por medio de cambios en el color, viscos:dad, acidez 

y otros. De ésta manera se tiene: 

Las proteasas actúan sobre las proteínas tales 

como: grenetina, caseína, hemoglobina, etc. 

Las lipasas reaccionan con sustratos de mantequi

lla, aceite de olivo y, en general, aceites vegetales. 

Las carbohidrasas hidrolizan almidón, sacarosa, 

pectina, hemic~lulosa y otros. 

Se debe tener especial cuidado en la selecc:ón de 

los factores que afectan la catál is;s enzimática co~o el pH, 

la temperatura, la concentración de sustrato, presencia de 

activadores e inhibidores, etc. (10,20,25,43,51,61,87). 

OBJETIVO 

El alumno identificará las enzimas proporcionadas 

en el laboratorio como: amilasa, invertasa, pectinasa, hemi

celulasa, amiloglucosidasa, proteasa o Lipasa 
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FUNDAMENTO 

Dada la compleja estructura de las enzimas, éstas 

distinguen· su sustrato y se combinan con él por medio de su 

sitio activo, el cual presenta una especificidad estereoquí

mica estructural, efectuando una sola reacción o un grupo de 

ellas muy similares. Cuando se pueden efectuar varias reac-

ciones, la enzima acelera solamente una de ellas dejando re-A 

zagadas a las demás debido a su característica de ser catall 

zador directivo. En éstas propiedades se basan las reaccio

nes que se utilizan para identificar enzimas. (43). 

PROCEDIMIENTO 

El análisis de identificación de enzimas se realiza 

rá de la siguiente manera: 

l. Preparar diferentes sustratos para probar la 

acción de la enzima a identificar (almidón, sacarosa, gela

tina, aceite de olivo, pectina, CMC, etc) . 

. 2. Identificar la enzima siguiendo Jos métodos de 

identificación de enzimas. 

3e Reportar Jos resultados obtenidos y las obser

vaciones necesarias, 



• METODOS DE ANALISIS 

A. DISCUSION DE LOS MÉTODOS DE ANÁLISIS 

Los ~étodos pueden ser cualitativos o cuantitatiq 

v9s. Entre los diferentes tipos de par¡~etros ~edidos para 

.identificar enzi~as se puede ~encionarz 

* 1. DESARROLLO O PÉRDIDA DE COLORACIÓNs Se basa en 

Ja ~parTci&n o pérdida de color de un indicador determinado 

cuando se ha efectuado la hidrólisis parcial o total del su~ 

trato. Un ejemplo ilustrativo podrfa ser el desarrollo de co 

lor azul de soluciones de iodo frente a sustiatos de al~idón 

y la desaparición parcial o total cuando actúa la amilasa.(74, 
82). 

* 2. DETERMINACION DE CAMBIOS EN LA VISCOSJDADG Se 

basa en la ~edida de la disminución o aumento de la viscos! 

dad del ~edio de reacción después de efectuada la hidrólisis 

~.]a sfntesis. Esta medición se puede efectuar por medio de 

un vfscosfmetro o por observación directa del sustrato sobre 

el que actúa la enzima. Un ejemplo es la disminución de la vi~ 

cosidad del almidón, grenetina, pectina y CMC cuando ha act~a 

do sobre ellosa amilasa, proteasa, pectinasa y celulasa respes 

tfvamente. (74,82) 
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* 3. MEDICIÓN DE CAMBIOS EN EL eH: En ~stas t~cnicas 

se ~iden 1os cambios ~roducidos en el pH de la soluci5n an q 

tes y después de actuar la enzima debido a la liberación de 

grupos H+ u OH-. Las medicicnes se pueden realizar potencio

~~tricamente, por medio de titulaciones, con papel pH o utl " 

lfzando indicadoves con zona de viraje conocida y limitada. 

El caso de los §cidos grasos liberadas por la aecT~n de una 

lfpasa sobre un Jfpido puede ilustrar éste tipo de pruebas. (9) 

* 4. MEDICIÓN DE ZONAS DE HIDROLISIS! Esta prueba 

est~ funda~entada en el hecho de que al actuar una enzima so 

bre un sustrato colocado en una caja petrl, dejar¡ una zona 

clara o tlAhQ_ que se puede ~edir fácilmente y que indica la 

accT5n de la enzima de una ~anera clara. Esta prueba se puede 

verificar para proteasas, carbohidrasas y l.lpasas.(53) 

* 5. 9eiáRMINAC!ÓN DE CAMBIOS DE ESTADOs Se funda-

~enta en la aparici5n de un producto en un estado diferente 

al del sustrato original, co~o sucede en el cambio de leche 

a caserna precipitada bajo la acci6n. de la renina. (2,82). 

6. DETERMINACIÓN DE AZÚCARES POR EL MÉTODO DE FEH· 
* ~~ Se basa en la reducci5n del Cu (11) por acci6n del g!u 

po aldehído libre de los monosac~ridos. La sacarosa es un azú 

car no reductor que por la acción de la Jnvertasa produce gl~ 

cosa y fructosa (azGcar invertido), las cuales por tener gru

pos aldehido libres son azúcares reductores y verifican la-

reacc i óm. (7 1 ) 

!J 
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B. DESARROLLO DE LOS METODOS DE ANALISJS 

* 1. Desarrollo o pérdida de coloración (AMILASA)t74) 

Reactivos: 

- Buffer de ácido acético 0.02M, ajustar a pH 5 con 

NaOH. 

-Solución f-IK·: 500 mg de iodo resublimado y 5g 

de IK se disuelven en 100 ml. de agua. El reactivo de trab~ 

jo es mi, de la solución anterior en lOO ~1. de agua (Pre-

pararla el día de la práctica). 

- Solución de Almidón: 200 mg. de almidón soluble 

se disuelven en 100 ml. de Buffer de acetatos 0.02M pH5. Her 

vir la solución con agitación durante 2 min. Enfriar. 

-Solución de enzima: 0.1 ml. de enzima en JO mi. 

de Buffer de acetatos pH 5. 

Colocar en un tubo de ensayo lO ml. de solución de 

almid5n (SUSTRATO), 4 mi. de enzima. Dejar actuar la enzima 

15 min. a 35°C. Revelar con 8 mi. de la solución de 1-IK. 0~. 

servar contra un testigo preparado de igual manera pero sin 

adición de enzima. Hacer la prueba por duplicado. 



Resultados: 

Al observar el"blanco, éste aparece coloreado de 

azúl. Los tubos con la enzima permanecen translúcidos, lo 

que indica. la acci6n de las ami lasas sobre el almid6n. 
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2. Determinaci6n de cambios en la visco~idad: (PRO 

* TEASAS) {74) 

Reactivos: 

Solución de grenetina al 4%. pH 6,5 

Soluci6n de enzima: 0.1 mi de enzima en 10 ml. 

de Buffer de acetatos pH 5. 

Técnica: 

Colocar en tubos de ensayo Jo mi. de gelatina. Aña

dir la enzima (4,6,8, lO:ml.) Incubar a 40°C por 30 minutos. 

Sumergir los tubos después en agua helada o hielo. Real izar 

un blanco sin añadir la enzima. 

Resultados: 

La gelatina sin hidro! izar solidificará, mientras 

que la gelatina hidrolizada permanecerá liquida. 

Observaci~n: 

No agitar los tubos mientras está liquida la gela-

tina porque puede provocarse errores al mezclarse la gelatina 

hidrolizada con la intacta y solidificar. 



2,A. Determinación de cambiosde viscosidad.(PECTINASA) 

Reactivos: 

- Solución de pectina al 1% pH 4.5 

- Solución Buffer de acetatos pH 4.5 

-Solución de enzima ( 0.1 mió 1 mg/ 10 mi buffer) 

Tiknica: 

En un viscbslmetro perfectamente limpio y seco, se 

hacen pasar lO mi. de solución de pectina a 35°C, determiná~ 

dose el tiempo de flujo con cronómetro. Hacer la misma oper~ 

ción 3 veces para tener un valor promedio del testigo. 

10 mi. de solución de pectina se adicionan con 5 ml 

de enzima y se incuban a 35°C durante 15 min. Se toman 10 mi. 

del digerido y se hacen pasar por el viscosímetro perfectame~ 

te limpio, tomándose el tiempo Se salida de flujo con cronó

metro. Repetir la operación 3 veces para obtener un valor PLO 

medio. Realizar la misma operación usando 10 mi. de agua a 

35°C. 

Resultados 

Tw= medida de tiempo de flujo de agua 

Ti= medida de tiempo de flujo del sustrato 

Tt= medida de tiempo de flujo del digerido 

Fr= fluidez relativa 

Fr= Ti - Tw 

Tt- Tw 
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* 3v Medición de cambios en el pH; (PROTEASAS) {9). 

Reactivos: 

Solución de caseína al 2% . pH 5 

~ Solución Buffer de acetatos pH 5. 

Solución de enzima (o. 1 mi ó 1 mg/10 mi de buffer). 

N Solución de Na OH O. 1 N 

- Solución de formol al 40% 

- indicador de fenolftaleína. 

Técnica; 

En dos matraces se colocan 10 mi. de caseína. Uno 

de los matraces se titula con hidróxido de sodio O.lN constl 

tuyendo la prueba testigo. Al otro matráz se le agregan 2 mi 

de solución de enzima incubandose a 35°C durante 30 min. 

La enzima es inactivada sumergiendola en un b9ño de hielo o 

bien en un baño a ebullición. Posteriormente se le agregan 

10 mi, de formol al 40%. Agitar varias veces y dejar reposar 

Titular con NaOH O,IN. 

Resultados 

El aumento de acid~z con respecto al testigo indica 

una prueba positiva. 
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4. Medición de zonas de hidrólisis (LIPASAS) (53) 

Reactivos: 

Técnica: 

Solución saturada de sulfato de ~obre. 

Solución de enzima a pH 6.3 (O. lml/lOml) 

Soluci6n de agar al 1.5% 

Mantequilla o aceite de olivo. 

Fundir el agar. Colocar en una caja de Petri 30 ml. 

de agar fundido y 1 ml. de aceite de oliva. Mezclar y dejar 

solidificar. Posteriormente adicionar 3 ml. de la solución~ 

de. enzima. Incubar durante una hora a 35°C. Al finalizar el 

período de incubación detener la reacción colocando la caja 

en un baño de hielo y adicionar 5 ml. de la solución satura 

da de sulfato de cobre. Dejar reposar durante 4-5 minutos, 

eliminar el exceso del reactivo y observar. Correr un testi 

go sin adicionar enzima. 

Resultado: 

El resultado es positivo si se presenta una zona 

de color azul-verdoso. En caso contrario será negativo. 

* 5. Determinación de cambios de estado (PROTEASAS~(74) 

Reactivos: 

10 ml. de leche 

Soln. de enzima pH 5 (O.lml/10 ml) 

J 
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Técnica: 

Colocar lO ml. de leche en un tubo de ensayo y ll~ 

vara Bañ9 María a 40°C hasta que se estabilice la temperat~ 

ra. Agregar l ml. de la solución de enzima. Dejar actuar du

rante 10-15 minutos. Observar los resultados, 

Resultadosg 

t iva. 

La coagulación de la leche indica una prueba posl 

6. Determinación de azúcares reductores por el mé

todo de Féhling. (71) 

Reactivos: 

Solución de sacarosa al lO% pH 4.6 (200 ml). 

Solución de enzima: 0.1 ml/10 ml de buffer oH4.6 

Solución buffer de acetatos pH 4.6 

Solución A de Féhl ing: disolver 34;639 g de CuS04 

5H 2o y 12 g de MgS04 en agua y llevar a 500 ml. F:ltrar si 

es necesario, 

Solución B·de Féhling: disolver 170 g de tartrato 

doble de sodio y potasio y 50 g de NaOH en agua, llevar a 500 

ml. Filtrar si es necesario, 
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Azul de ~etileno al 2% 

Técnica: 

Colocar en dos ~atraces erlen~eyer lOO ~1. de la s2 

lución de sacarosa en cada uno. El ~atráz A se adiciona con 

10 ml, de la solución de enzi~a y a~bos se ponen a incubar a 

40°C durante 15 ~inutos, después de lo cual se reduce la ac

t-ividad enzi~ática llevándolos a un baño de hieTo. Se ~reci~.:_ 

tan las proteínas con subacetato de plo~o y oxalato de potasio 

(71). Se filtran las soluciones y se coloca una de ellas en 

una bureta. Por separado, se prepara un ~atráz erlen~eyer que 

contiene 5 ~1. de la solución A y 5 ~1. de la solución B de 

Féhling, 50 ~1. de agua destilada y cuerpos de ebullición. Se 

calienta a ebullición y en éste ~o~ento se e~pieza a añadir 

la solución de la bureta, Cuando casi todo el reactivo ha p~ 

sado del color azul al rojo ladrillo (precipitado de Cu26), 

se le adicionan unas gotas de azúl de ~etileno y se continúa 

agregando la solución azucarada, ~uy lenta~ente, teniendo la 

precaución de que el reactivo no deje de estar en ebullición. 

El final de la reacción se co~prueba sacando breves segundos 

el ~atráz de la fuente de calor y observando la parte supe

rior del líquido que debe ser incolora y el fondo con un pr~ 

cipitado rojo ladrillo. Se repite la operación con la ·solu -

ción que no contiene enzi~a (SOLUCIÓN PATRÓN}.. 

Resultados: 

La aparición del precipitado rojo ladrillo indica 

una prueba positiva. Reportar los resultados y observaciones. 
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CUESTIONARIO 

l. ¿Qué ventajas presenta la identificación de en

zimas en Jos alimentos~Mencione 5 ejemplos de presencia de 

enzimas en Jos mismos. 

2. ¿ En qué se basan las técnicas de identificación 

de enzimas proteolfticas, amilolfticas y lipolfticas? 

3. ¿ De qué manera afectan el pH y la temperatura 

en la identificación de enzimas? 

4. ¿Cuáles son las teorías acerca de la unión de 

la enzima con el SL6 trato? 

5. ¿A qué se debe la aparición de color azul en 

el almidón cuando se adiciona el iodo?¿ Cual es el componente 

responsable de ésta coloración1.Explicar claramente 

OBSERVAC[ONES 

l. Las pruebas de desarrollo o pérdida de color 

se pueden realizar en medios s~lidos o Jfquidos. 

2, Los cambios de viscocidad se pueden medir por 

comparación visual con un sustrato sin enzima o por medio de 

viscosímetros. 



3. En la medici~n de zo.nas de hidr~lisis se acon 

seja poner en el sustrato una sustancia cro~og~nica de ~an~ 

raque al efectuarse la hidr5lisis aparezca una zona clara 

bien diferenciada. 

4. Las t~cnicas descrltas son solamente algunas 

de las que se pueden realizar en el laboratorio. Se deja 

al criterio del alumno, el uso de las ~ismas o el dise~o de 

otras similares bajo la asesorfa de su profesor de pr~cti • 

e as. 

5. Para la reallzaci6n de esta prlctlca en el ler 

ciclo, el maestro proporcionarl al alumno al menos 3 enzimas 

diferentes para que ~ste las identiúique como~ a~ilasa, in~ 

vertasa, pectinasa~ hemicelulasa~ amiloglucosidasa, proteasa 

o lipasa, aplicando los m~todos de identlficaci~n necesarios. 

BIBLIOGRAFIA 

4,8,37,53,74, 17,71,91 
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PRACTICA No. 28 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

-BASES TEOR 1 GAS 

Las pruebas de actividad enzim~tica se basan en la 

medicT&n de algL•na transfor'llaci&n operada en el s.usbrato o 

de la formaci&n de algdn co'llpuesto co'llo producto de la reac • 

ct&n. Se deben investigar factores co•no pH, te'llperatura, co12 

centracion de enzima, nivel de humedad, presencia de inhibl~ 

dores y/o actJvadores en el 'lledlo, presencia ~e radiaciones 

fuerza i&nica y presi&n entre otros, para que la actividad 

enzfm~tica se desarrolle en óptimas condiciones. (43,91) 

La cinética enzim~tlca estudia las velocidades de 

las reacciónes catalizadas por enzimas. Es conveniente. tener 

conocimiento del tlpo de reacciones que se desarrollan en N. 

procesos catalizados por ellas. Estos pueden sers 

l. REACCIONES SIMPLES 

La reacción mas sencflla para un proceso cataliza~ 

do por una enzima corresponde a~ 

ENZIMA {E) +SUBSTRATO (S) ~ COMPLEJO 

ENZIMA 
(E) 

ENZIMAASUBSTRATO 

t tES) 
+ EIROtJWCTOS 

( p) 



2. REACCIONES DE ORDEN CERO 

Las velocidades de las reacciones catalizadas por 

enzimas son de orden cero (con respecto al sustrato) ~uando 

la enzima se encuentra saturada con el sustrato y la cantl" 

dad del producto for~ado por unidad de tiempo resulta depen-

9iente de la concentraci~n de la enzima. 

(E0 ) K= (P)/t = Ko 

en donde K0 (constante observada de la velocidad de reaccf5n) 

es una constante que cambia con la concentración de la enzima 

mientras que K es una constante verdadera independtente de 

dichiD valor. La velocidad de reacci5n de orden cero es lndeAs 

pendiente de la concentración ael sustrato. Su fÓr~ula general 

puede escribirse como siguer 

"~ = K = K C0 
u~ O o 

o 
en la que C es la concentración inicial que decrece con .el tiem 

po. (20,35,51,57) 

3. REACCIONES DE PRIMER ORDEN 

Las velocidades de las reacciones catalizadas por 

enzimas son de prlmer orden (con respecto al substrato)1 cua~ 

do la enzima se encuentra saturada con el sustrato en propor

ciones ~enores al 5% y la velocidad de la reacción observada 

resulta dependiente de la concentración de enzima y sustrato. 
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En una gráfica del producto for~ado contra el t:e~ 

pode una re.acción típica catal:zada por enzi~as, se obten

dr§ una curva se~ejante a la de la f:gura: 

J 
.¡..J 

u 
.:J 
-o 
o 
L. 
a.. 

\....-' 

Tiempo (seg) ~ 

La primera parte, conocida con el no~bre de estado 

preestable, corresponde a un período de tie~po corto en el 

que se equilibran las reacciones correspondientes a la ecu~ 

ción general: 
K¡ 

E + S ES E + p 

La segunda parte, corresponde a una reacción de or-

den cero, ya que la enzima se encuentra totalmente saturada 

con el sustrato. 

La tercera parte, de velocidad decreciente, puede 

corresponder a una reacción de primer orden, ya que factibl~ 

mente su pérdida de velocidad se debe a que la enzima se en

cuentra cada vez ~enos saturada con el sustrato (20,35,51 ,91). 
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EFECTO DE LA TEMPERATURA 

Te~oeratur~ ~ 

Las reacciones enzi~fiticas son senstbles a 1os ca~-

bias de temperatura, Sin e~bargo, debido a la naturaleza prS?_ 

t~ica de las enzi~as, la desnaturalización tAr~ica de éstas, 

causada por la elevación de la temperatura, hará que disrninu 

ya la concentración efectiva de ellas y por tanto la veloci-
o 

dad de la reacción, Hasta quizás unos 45 C el efecto predo~l 

nante corresponderá a un incremento en la velicidad de la rea~ 

ción. No obstante, arriba de esa temperatura, el factor de -

deihaturalización tér~ica adquirirá cada vez ~as importancia 

hasta que, a unos 55oc, el proceso se acelera y destruye la 

función catalítica de la proteína enzirnática. En la figura,· 

{a) representa el aumento de la velocidad de la reacción corno 

función de la temperatura; (b) representa la disminución en 

la velocidad de la reacción corno una función de la desnatura 

1 ización tér~ica de la enzima (20). 



79 

EFECTO DEL pH 

Los ca~bios de pH afectan de ~anera notable el ca

r~cter i6nico de los grupes a~ino y carboxflico de las enzi~ 

mas 3 lo que ~odifica marcada~ente el sitio catalftico y en -

general su confor~aci6n. Los ca~bios de pH adem~s, pueden de

terminar una dest~aturalizaci6n .considerable que también condu 

ce a la inactivaci6n enzim§tica. 

Como se puede observar en la figura, se obtiene una 

curva acampanada con un m~xTmo rel at htamente estrecho y con -

pendientes decrecientes a ambos lados~ La platafor~a o estra

to más elevado se lla~a pH 6ptimo. (20\ 

~t 
Q) .. 
-oc 

\Q 
-o·
cou 
-o u 
·- co 
UQ) 
0'-

Q). 
> 

pH óoti~o 

oH ____,.. 



HO 

OBJETIVO 

El alumno cuantificar~ la acci&n de la enzima so -

bre un substrato determinado. 

FUNDAMENTO 

Los m~todos empleados para cuantificar la actlvi 

dad de una enzima se basan en la ~edic15n de propiedades reo-

16gicas, desarrollo del color, vordmenes necesarios para rea

lizar reacciones ~eTdo-base, for~ac16n de precipitados, reas 

ciones de &xido·reducci&n, cambios en el pH, rotaci5n 6ptica 

y otros. 

PROCEDIMIENTO 

1. Determinar la actividad enzimatica siguiendo 

el ~étodo de actividad enzim~tica apropiado al tipo de en -

zima del que se trate. 
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2. Reportar los resultados obtenidos para la c~r-

va patrón desarrollada, así co~o la actividad enzi~ática en 

cantidad de sustrato hidrolizado o de producto obte,1ido por 

unidad de enzima utilizada. 

Una unidad de enztlfld es la cantidad de e:1z i ~a que 

cataliza la conversión de un micro~ol de substrato ~or ~inu 

to bajo condiciones de ensayo definldas (te~o~rat~ra, pH, ti 

pode sustrato, etc). (20,78,91) 

ción: 

La Unidad de Actividad Enzi~ática (UAE) se define: 

UAE micro~oles de producto ! ~inuto/ ~9 de protefna 

La Actividad Específica (AE) está dada por la rela -

UAE x ml 
AE "'~g prote1na 

La Potencia Enzi~ática (PE) es: 

1 PE "' UAE i m 1 i ti e~po 
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" METODOS DE ANÁLISIS 

A. D ISCU$1 ÓN DE LOS MÉTODOS 

CARBOH 1 DRASAS 

* 1. Dlsminuci6n del color con iodo (53} s Se fund~ 

menta en la producción del color az~l por medio del todo en 

el enlace C·H de la estructura helico1dal de la amilosa. 

2. Aparición, de azeiqares reductores: Las t~cnicas 

se basan en la determinación de azúcares reductores formados 

a partir de la hidrólisis del carbohidrato por acción enzim~~ 

tica. Existen varios métodoss 

* -Método de Bernfe1d: (9,19) Desarrollo del color 

frente al ~cido 3,5 dinitrosalicflico en medio fuerte alcalino. 
* • M~to~o de Nelson-Coopers (47,68,74) Medición es d 

pectrofotométrica de la reaccJón de grupos aldehfdicos o cet2 

nicos con e1 htdróxfdo de cobre en medio alcalino. 
* • Determl nacH)n de i odimetrfa:~ ( 8) Se basa en 1 a v~ 

loraci6n de los grupos reductores mediante soluciones de iodo 

y la determinación del iodo mediante soluci6n de tiosulfata 

de sodio. 
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Método Volumétrico de Lane Eynon: Se fundamenta 

en la oxidación del grupo aldehfdico dando lugar a la forma 

ción de un ácido y la reducción del ,cu++ a cu+ en un medio 

bastante a~calino. (9) 
·k 

Método de Fehling: Se basa en la oxidación de 

la glucosa y la formación de Óxido cuproso rojo insoluble.(7l) 
'k 

3. Cambio de la rotación óptica: Se basa en la 

disminución del poder óptico rotatorio-a medida que transcuA 

rre la hidrÓlisisa (37) 

En la actividad de carbohidra~as 3 la reacción de c2 

lor con el iodo no da el n~mero de enlaces rotos. De los mé A 

todos basados en la apª.rición de grupos reductores el mejor 

es el del ácido 3,5 dinitrosalicflico ya que ~elacipna la ac 

tiyidad específica con los equivalentes de reductores forma

dos. Es independiente de la enzi~a utilizada, mientras que en 

los demás, el Índice medido varía según la enzima utilizada. 

Los métodos volumétricos son los mas conocidos, siendo el de 

Fehling uno de ellos. Tienen la desventaja de que requieren-

mas tiempo para su realización. (91) 

PROTEASAS: 

l. Método volumét~icol Se basa en la estimación de 

los grupos amino y carboxílico liberados al efectuarse la hi

drólisis de la proterna. 

V 



C>l ...,. ( 

- Titulaci&n carboxflica de S6rensen: Se fundamen• 

ta en el bloqueo de los grupos amino por la adición de for

maldehído y la titulación de Jos grupos carboxílicos con 

hidróxido de sodio usando fenolftaleina como indicador.,(4,9). 

2. M~todos fotocolorimétricos: Se basan en la me 

dición fotométrica de la intensidad del color desarrollado 

por la prote(na cuando reacciona con reactivas especiales y 

en la comparación con soluciones patrones de concentración 

protéica conocida. 

- Método de Biuret: Se basa en la disminución del 

1 ~ f d 1 1 • e ++ ·co or purpura arma o a tratar a prote1na con u en me -

dio alcalino desarrollándose un complejo tipo quelato. (9,74) 

- Método de Lowr.Y,~ Se fundamenta en la reducción 

de un reactivo de fosfomolibdato-tungstato por Jos restos de 

tirosina y triptofano presentes en un complejo cupro-alcalino 

para dq¡r, otro complejo de color azul-violáceo cuya intensidad 

es proporcional a la concentración de protefna y puede medir

se fotométricamente, a 660nm. (28,74) 

3. Métodos espectrofotométricos: Se basan en la de 

termlnaci&n de la concentración de prote(nas en solución en 

base a la medición de la absor~ancia a determinadas longi -

tudes de onda por la presencia de enlaces peptídicos, pre a 

sencia de aminoácidos benc~nlcos y otros. 280nrn) (74). 

4. Métodos electroforéti~os: 

- Método de la Ninhidrina; se basa en la separa -

ción por electroforésis de las prote(nas o sus amino~cidos al 

reaccionar éstos con el nitrógeno terminal de ninhidrina y 
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formar compuestos coloridos. (9) 

5. Oxidación-del ácido crómico: (91) ~ Se basa en 

el decremento de absorbancia a 440 nm, producida por el camA 

bio de color (de amarillo a verde), del leido crómico que

s~ reduce a cr
2
o3• 

Las protefnas se deben desnaturalizar si están en 

su forma nativa~ empleando leido o de preferencia urea 6M y 

después neutralizando para poder emplearlas como substrato. 

Por lo general se emplea: casefna o hemoglobina~urea ácida A 

desnaturalizada. En las determinaciones volumétricas los~ 

cambios de pH sé pueden determinar por titulaciones o con el 

~~o de un potenciómetro. En los primeros, se requieren al! ~ 

cuotas¡ en el caso del potenciómetro, el m~todo es contfnuo 

y requiere menos tiempo. (91). 

En las determinaciones fotocolorimétricas, el mét~ 

do de ~owry es el más sensitivo de todou requiere de JO a-

40 microgrames de protefna; puede haber interferencia con 9!U 

pos fenólicos cuando se trabaja con material vegetal, El mé • 

todo de Biuret necesita para su ejecución de 1 a 5 mg de pro

tefna, es sencillo pero no dá el n~mero de enlaces rotos, en 

las lecturas a 290 nm. En la determinación de enlaces peptf -



dicos y amino~cidos, los m~todos son bastante exactos y sensl 

bles, El rango de protefna es de lOO microgramos por ml. Tie

ne la desventaja de que como determina amino~cidos aromSticos 

pueHe haber variacT&n de una protefna a otra. Utilizando nin 

hidrina no es tan sensitivo y hay que tomar alfcuotas. En la 

oxfdaci&n del ~cido cr&mico pueden presentarse interferencia s 

por la presencia de carbohidratos. La proterna sin hidrolizar 

se separa del medJ
9
o de reacci6n empleando ~cido tricloroac~_!i 

e o ( T CA) • ( 91 ) • 

L 1 PASAS & 

.. 
1. Método potenciom~trico. (78): Se basa en la meA 

dicit$n de la disminucT&n del pH por la 1 iberaci"ón del prot&n 

de los ~cidos grasos producidos durante la hidr&lisis. 

2~ Método de Sfl,ica-Gel (53.78): Se basa en la e~ 

traccT&n de los gcidos grasos libres en una columna de sflica 

gel y su titulaci&n con ~lcali. 

3. Mftodo de reducci&n de la tensi&n su~rflcia1(78) 

Se basa en la medida de la reducci&n de la tensi&n superficial 

por la liberacT&n de los átidos grasos libres debido a la li

p&lisis, la cual es relativa a la concentraci&n de la enzima. 
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4. Método de Warburg: Se basa en la medición del 

co2 producido al reaccionar los ácidos grasos liberados en 

la l ipól isis con bicarbonato de sodio. (78) 

5. Mltodo de turbidimetrfa: Se basa en la medi -

ción de la turbidez de una grasa emulsificada en función de 

la l i pasa. (78) 

6. Método fotométrico; Se basa en la estimación 

colorimétrica del producto coloreado producido por la ac" 

ción del pmnitrofenilacetato en solución bajo la acción de 

la l i pasa. (78) 

De les métodos mencionados, los mas adecuados para 

el laboratorio son ~l de medición del p8 potenciométricamente, 

siendo una det~rminación continua y sencilla de realizarseG 

La determinación colorimétrica es mas sensible. También se 

pueden utilizar las titulaciones con álcali. 

, 
B. DESARROLLO DE LOS METODOS DE ANALISIS 

l. Disminución del color con iodo& (AMILASA, AMJLO

* GLUCOS lOAS A). (53) 

Reactivos: 

~ Solución de almidón al 2% 

- Acido clorhfdrico O.lM 

Solución de 1-IK: 500 mg de iodo y 5 g de IK/100 

ml. de agua. 
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El reactivo que se utiliza en la reacción se debe 

preparar unos ~inutos antes de utilizarse y consiste en di 

solver 1 ~1. de la soluci6n anterior en lOO ~1. de agua des 

ti 1 ada. 

Técnica: 

A 1 ml. del extracto enzimático agregarle 5 ~l. de 

la solución de sustrato. Incubar por 10 ~in. a 25°C. Después 

de éste tiempo, se to~a 1 ml. de! digerido y se le agregan 

5 ml. de ácido clorhídrico O. l M. Mezclar y to~ar una alícu~ 

ta de 1 ~1. a la que se añaden 5 ~1. de la soluclón de iodo 

recién preparada. La intensidad de color azul se ~ide en un 

espectrofotó~etro a 660 nm. Realizar una curva patrón de ~al 

tosa de 0.2 a 1,0 ~g/ ~1. 

Resultados: 

Trazar una curva estándar (DENSIDAD ÓPTICA contra ~ 

mg/ml de MALTOSA). Interpolar la lectura obtenida para el 

proble~a. Expresar el resultado en ~g/~1 de ~a'tosa obte 

nidos por unidad de enzima utilizada. 

2. Aparición de azúcares reductores: (CARBOHIDRA-
* SAS). 

Reactivos: 

Método de Bernfeld (9, 19,27} 

- Ac. 3,5 dinitrosalicíllco: Se dlsuelve a te~pera

tura ambiente 1 g. de ácido 3,5 dinitrosallcf! leo en 20 ~1. 

/ 



NaOH 2N y 50 ml. de agua. Se agregan 30 g de tartrato doble 

de sodio y potasio y se aforan a 100 ml. con agua destilada 

(esta solución debe protegerse del co2). 

~ Sustratos: 

Solución de almidón al 2% pH 5 (para ami lasa) 
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Solución de pectina al 1% pH 4 (para pectinasa) 

Solución de sacarosa: ~10% pH 4.6 (para invertasa) 

Solución de CMC al 1% pH 4.5 (para celulasa) 

- Solución Buffer de acetatos 0,02M pH: 4,4.5,4.6,5. 

Procedimiento: 

Adicionar a varios tubos 1 mi. del buffer de aceta 

to adecuado a la enzima analizada. Agregar el extracto enzimá 

tico (1 mg/10 mi. ó 0.1 ml/10 mi) a cada tub9, teni~ndo en cuen 

ta que la reacción enzimática debe durar 3 mi~. Agregar a ca

da tubo un volúmen de agua destilada tal, que la tantidad fi

nal sea de 5 mi. Añadir 2.5 mi. de sustrato • Incubar los t~

bos a 25°C. Después de 3 min. se adicionan 2 mi. del reactivo 

de Bernfeld (DNS). Hervir durante 5 min. Enfriar y leer en 

espectofotómetro a 540nm. El blanco se elabora adicionando !O 

dos los reactivos excepto el extracto enzimático y tratándose 

igual que_ los dem§s tubos. Preparar una curva patrón que debe 

contener de 0,1-lmg/ml de glucoia. Colocar la muestra (1 mi) 

y 3 mi. del reactivo de Bernfeld en baño marfa a ebullición 

por 5 min 9 Enfriar y leer en espectofotómetro a 540 nm.con un 

blanco de agua destilada. 
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Resultados: 

Trazar una curva estándar (DENSIDAD OPTICA contra 

mg/ ml de glucosa) Interpolar la ~ecthra obtenlda para e~ 

problema. Expresar el resultado en mg/ml de g1ucosa obteli

dos por unidad de enzima utilizada. Tomar en cuenta el PM 

del producto obtenido y relacionarlo con el de la glucosa, 

* Método de Nelson Cooper (47,68) 

Reactivos: 

- Solución A: disolver 25 g de carbonato de sodio 

anhidro, 25 g de tartrato doble de sodio y potas:o, 20 g de 

bicarbonato de sodio y 200 mg de sulfato de sodio anhidro en 

800 ml. de agua. Agregar las sales poco a poco y ag:tar, Di

luir a 1 lt. Filtrar si es necesario, 

Solución B: 30 g .de sulfato cúpr:ico se distJelven 

en 200 ml, de agua a 1 a que previamente se le ha agregado 

4 gotas de ácido sulfúrico. 

Solución C: 25 g de molibdato de a11onio se di suel_ 

'wen .en L¡50 ml de aglJa a 1 a que se 1 e agregó prev:amente 21 ml 

de ácido sulfúrico conce~trado, 3 g de arseniato de sodio- -

heptahidratado se disuelven separadamente en 25 ml de agtJa y 

se agregan lentamente a la solución anterior con agitación -

constante, Todo se diluye a 500 ml y se calienta cuidadosa

mente por 30 min. en un Baño María a 55°C y 37°C durante to

da la noche. 

Solución D: 1 ml de B + 25 ml de A. 
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- Sustratos~ 

Se emplean los mismos sustratos que para el ~étodo 

de Bernfeld. 

Técnica: 

ml. de la solución de enzima debidamente d:luida 

se añade a ml. de sustrato. Después de 10 ~;n. de :ncub~-

ción a 25°c, una parte del digerido (1 ml) se añade a 1 ~1 

de la solución D recientemente preoarada. Se áfara a un volú 

men de 4 ml. con agua destilada, Se incuba a Baña Mar~a en 

ebullición durante 20 min, Enfriar durante 5 ~·n. e1 agua co

rriente 1 ml. del reactivo C es añadido y se agita enérgic~

mente el tubo. Se dejan reposar los tubos ~or espacio de lO 

minutos y se diluyen a 25 ml. con agua destilada. La absor 

bancia se mide en un colorímetro con un filtro verde a una 

longitud de onda de 520 nm. Preparar una curva ostrón similar 

a la del método de Bernfeld. 

Resultados: 

.. 
Trazar una curva estándar (DENSIDAD OPTICA contra 

rng/rnl de GLUCOSA). Interpolar (a lectura obtenida oara el PI:.:J 

blema, Expresar el resultado en mgl ml de glucosa obtenida por 

unidad de enzima utilizada. Tomar en cuenta el PM del oroduc 

to y relacionarlo con el de la glucosa. 



* 
a Determinact&n iodim~trica (8) 

Reactivos: 

~ Soluci&n Buffer de acetatos 0.2 M pHI 4,4.5,4.6,6.5 

• Solucf&n de 1-Kl (0.02N de iodo)& Disolver 1.27 g -

de iodo sublimado y 2 g de IK en 3 mi. de agua y aforar a 500 

mi. con agua destilada~ Almacenar en frasco ambar y verificar 

la concentraci&n con una soluct&n de tiosulfato. 

- SolucJ~n de carbonato de sodio O.lN 

- Soluci&n de ~cldo sulf~rico al 10% 

- Soluci&n de tiosulfato de sodio O.OIN 

- Soluci&n indicadora de almid&n: Disolver 1 g de 

almid&n soluble y 5 mg de ioduro de mercurio haciendo una pas 

ta con una pequena cantidad de agua. AMadlr 500 ml. de agua -

destilada manteniéndola a ebu11ici&n por 5 min. enfriar. 

Sustratos: 

Se emplean los mismos sustratos que para el método 

de Bernfeld. 

Técnicaa 

Pipetear sucesivamente en un erlenmeyer 50 mi. de 

soluci&n de sustrato, 40 ml. de agua ~estilada, 5 ml. de buffer 

incubar a 30°C y agregar 5 mi. de la en~ima. Tomar el tiemp~ 

(con una baja actividad enzim~tica dsese m~s cantidad del pr~ 

blema y menos agua, manteniendo el mismo voldmen); Despu~s de 

30,60,90 y 120 min. de incubación, tomar 20 ml. del problema-

y determinar i?dimétricamente, agregando 25 mi. de so·· 
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luci5n de iodo, 20 ml. de solución de carbonato de sodio. Al

macenar en la-obscuridad-durante 0.5 a 1 hora y anadir 5 ml. 

de la solución al 10% de ficido sul~Grico. 3 gotas de soluci6n 

indicadora.de almid6n. Titular con tiosulfato de sodio, 

Resultados: 

La diferencia de ml. de tiosulfato consumidos se u

tiliza para los cálculos: 

ml. de la solución O.lN de tiosulfato correspon

den a 1 ml. de la solución de glucosa 0,005M o 0,9005 mg de 

' glucosa o 1.7115 mg de sacarosa hidrolizada. La cantidad de 

azdcar hidrolizada en g/100 ml. se calcula por: 

~ C= 5 (Ll V) (1.71 15 x 10-3) = 8.5575 x 10-3(~ V) 

11 V diferencia de ml. de tiosulfato consumido. 

* 3o Cambio de la rotación óptica: (INVERTASA)(8) 

Reactivos: 

- Solución de sacarosa 0.3M 

M Buffer de acetatos 0.2M pH 4.6 

Técnica& 

. Pipetear en un erlenmeyer 50 ml. de solución de sa 

carosa, 40 ml. de agua destilada, 5 ml. de buffer de aceta

tos. Incubar a 30 °C y agr.egar 5 ml. del problema. Tomar el 

tiempo. Después de 30,60,90 y 120 min de iocubación, tomar 

20 ml. del problema y enfriarlos a 20°C. Determinar la rot~ 

ción óptica en un tubo de 20 cm. con un polarímetro. Clari-

ficar la turbidéz de la solución debida a las proteínas que 



contiene por la adición de solución de acetato de plomo antes 

de la lectura. La rotación específica {~) 20 
de sacarosa es 

D 
de +66.45 grados y la del azúcar invertido es de - 20.59 gra-

dos en una solución al lO%. De ésto se deduce que la cantidad 

de azúcar hidrolizada ( A e ) en g/ lOO m l. a 20°C para una 

concentración inicial de azúcar de 5% es: 

./J. e + o.s7 ~o<,] ~o 

donde ~J:O y (0(1 J ~O son las rotaciones ópticas antes 

y despuAs de la incubaciÓQcon invertasa. (8) 

4. Método volum~trico. (PROTEASAS) 

Titulación carboxfl ica de Sorensen. (4,9,24,39,50) 

Reactivos: 

- Caseina al l% 

- Formol al 40% 

" Indicador de fenolftaleina 

Técnica: 

Se mezclan lO ml. de solución de caseina al 1% 

con 1 m1o de solución conteniendo la enzima en un tubo de 

ensayo. También se coloca otra muestra sin solución de en 
o 

zima utilizada como patrón. Se incuban las muestras a 37 C 

durante 30 min, Se adiciona al tubo marcado como patrón un 

ml. de la solución de enzima. Se coloca en el baño maría a 
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ebullición, se colocan las ~uestras durante 2 ~in, con obje

to de inactivar la enzi~a, enfriando posterior~ente. Se neu-

traliza el for~ol, adicionando 3 gotas de fenolftaleina y a

ñadiendo NaOH O. lN hasta el vire a color rosa. 

Las muestras se pasan a matraces erlenmeyer previ~ 

mente rotulados y se colocan 20 ~1. de for~ol neutralizados 

a cada uno de los ~atraces, Se agita y se deja reposar varias 

veces durante lO ~in. procediendo a titular las ~ezclas con

NaOH O. lN hasta el vire a color rosa persistente. 

Resultados: 

Los ml. de NaOH O.lN valorados se restan a los en-

centrados en la ~uestra patrón. La diferencia es el álcali 

gastado en la titulación. Se debe tomar en cuenta que cada ~1 

de NaOH O.lN equivalente a 7 mg Nitrógeno de a~inoácidos, de 

donde se puede inferir la actividad proteolftica de la enzima. 

5. M!todos fotocolorim~tricos (PROTEASAS) 

* Método de Lowry. (26,28,50,58) 

Reactivos: ----------
Solución de caseína: 1 g de caseína se coloca en 

un matras que contenga previamente S ~1. de agua. Agitar has 

ta for~ar una suspensión, Añadir lO ~1. de NaOH O.lN agitar 



y añadir 50 ml. de agua. Volver a agitar hasta la disolución 

total de la caseina. Esta solución debe tener un pH de 8. Se 

transfiere esta solución en forma cuantitativa a un mat~áz ~o 

lumétrico de lOO ml. Diluir hasta el volumen con agua y mez

clar perfectamente. Este sustrato deberá emplearse solamente 

el dfa en que se prepare. 

" Solución de ácido tricloroacético al 30% 

-Reactivo de fenol (folin-Ciocalteu): En dos volú

menes de agua destilada diluya un volúmen del reactivo de fe 

no l. 

-Solución de enzima: (O, 1 mi ó 1 mg/ lO mi. buffer). 

Técnica; 

Se colocan 5 mi. de la solución de caseina en un ma 

tráz colocándose en un baño de temperatura constante a 40°C 

manteniéndose tapado. Dejar durante 15 min. para que se esta 

bilice la temperatura. Sin sacar el matráz del baño adicionar 

1 ml. de la solución de enzima tomando el tiempo. Tapar el 

matráz, agitar y mantener en el baño durante 30 min. Adici~ 

nar posteriormente 3 mi. de la solución de ácido tricloroac~ 

tico, agitar el matráz, sacarlo del baño y filtrar la solución 

El testigo se prepara colocando l mi, de la solución enzimátl 

ca y 3 mi. de la solución de ácido tricloroacético, con 5 ml. 

de la solución sustrato. Se agita y se filtra desarrollándo

se el color en el testigo y la muestra problema colocando 2 

ml, del filtrado correspondiente en uná cubeta del fotocolo

rfmetro. Adicionar 3 mi, de NaOH lN y 1 mi. de la solución de 



97 

fenol. Esta operación debe hacerse si~ultánea~ente oara la 

muestra y el testigo. 5 ~in. después, leer a 640 n~ en un 

fotocolorí~etro e~pleando el testigo (tubo srn enzi~a) para 

ajustar el instru~ento. 

Resultados 

Real izar una curva estándar ut!l izando una solución 

patrón de albú~ina de suero bovino que contenga 320 g/~1 de 

la misma ~anera que la seguida para el prob 1 e~a. 

Los valores del proble~a se extrapolan a la curva 

~atrón, reportándose los datos de actividad enzi~§t:ca en 

cantidad de producto obtenido por unidad de enz·~a utilizada. 

6. Métodos espectrofoto~étr:cos (PROTEASAS) (58) 

Sustratos: 

El sustrato utilizado de caseína se preoara de la 

~is~a ~anera que para el ~étodo de Lowry. 

Reactivos: 

Técnica:. 

Solución Buffer de fosfatos pH 7.5 

Solución de ácido tricloroacético (TCA) 50g/lt 

Solución de enzi~a (0.1 ~g/10 ~1 de buffer) 

Colocar en dos tubos ~arcados, 2 ~1. de 'a soluc:ón 

buffer respectiva~ente y 1 ~1. de la solución de enzi~a a 
o 

uno de los tubos, Coloque los tubos en un baño a 40 C. Añadir 

2 ~1. del sustrato de caseína a a~bos t~bos, ~ezc 1 ar. Desoués 

de 60 ~in. de la adición del sustrato, detener la reacción adi 
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cionando 5 mlo de solución de TCA. Agitar, extraer los tubos 

del baño. Mantener lO min, a temperatura ambiente para la p~e 

cipitación completa de la proteina. Filtrar. El filtrado de~ 

berá estar exento de turbidez, Determinar la absorbaecia de 

los filtrados a 280 nm, en un espectofotómetro empleando el 

filtrado del testigo (tubo sin enzima) para ajustar el ins-

trumento. 

Resultados: 

Se puede trabajar con una enzima de actividad co

nocida para calcular el valor del problema o trabajar con una 

curva patrón de suero de albúmina de la misma manera que pa~ 

ra el mAtado: anterior extrapolando los valores en la curva 

patrófi, y reportando los resultados de actividad en cantidad 

de producto por unidad de enzima utilizada. 

* 
7. M~todo PotenciomAtricó, (LIPASAS)(National Formulary) 

Reactivos: 

Solución de acacia al lO% 

-Sustrato de aceite de olivo: 165 ml. de solución 

de acacia, 20 ml. de aceite de olivo y 15 g de hielo molido 

mezclar en un vaso de licuadora. Enfriar a 5 oC en baño de hie 

lo. Homogeneizar a elevada velocidad durante 15 min. Enfriar 

intermitentemente en un baño de hielo para evitar que la tem
o 

peratura se eleve a mas de 30 C. 

-Solución buffer: 60 mg de Tris-hidroximetilamino

~tano y 234 mg de cloruro de sodio en cantidad suficiente de 

agua para alcanzar lOO ml. de volumen total. Disuelvanse las 
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sustancias por separado, 

-Solución de taurocolato de sodio: 80mglmJ, 

a Solución de enzima: (O. 1 ml. ó mg. 1 mi). Para 

una mejor disolución y actividad de la enzima, molerla en 

un mortero y mantener a 4°C mezclándose antes de usarse. 

Técnica: 

Mezclar JO ml. del sustrato de aceite de olivo, 8 

ml. de la solución buffer, 20 mi. de la solución de tauroco-. 
lato de sodio y 9 mi. de agua en un recipiente de vidrio y 

colocar en un baño a temperatura constante. Agitar y mante-
o ner la temperatura a 37 C, Añadir la solución de NaOH O.lN 

empleando una microbureta. Ajustar el pH a 9.2 ootenciomé 

tricamente. Añadir 1 ml. de la solución de enzima y continuar 

agregando la solución de NaOH O. IN durante 5 min. de manera 

que el pH permanezca en 9. Determinar el volGmen de solución 

de NaOH O,lN que se añadió después de cada minutq. 

Resultados: 

Graficar el volúmen de la solución de NaOH titula--

dor contra el tiempo. Calcular la acidéz promedio 1 iberada 

por minuto de la muestra. Comparar el valor contra un testi 

go de actividad conocida, 

8. lvlétodo fotométricodLIPASAS) (19). 

Reactivos: 

Sustrato de p-nitrofenolacetato (PNPA). 

Buffer de fosfatos M'l5 pH 7. 



IÜU 

-Solución de NaOH 0.1 N 

-Solución estándar de p-nitrofenol, Series de solu 

clones preparadas conteniendo O. 1 a 0,7 micromoles de p-nitLo 

fenal por mililitro. 

Técnica: 

63 mg de PNPA son disueltos en 10 ml. de metano] y 

almacenados en refrigeración. 1 ml. de esta solución es len

tamente añadida a lOO ml. de agua destilada con agitación fuer 

te para prevenir precipitaciones. Esta solución se prepara al 

dia y puede usarse para Geterminaciones de actividad cualita-

tivas o semicualitativas, 

Para la determinación de la actividad, 1 ml. des~ 

lución de enzima es mezclada con 2 ml. de buffer de fosfatos 

y 5 ml. de agua destilada directamente en el tubo del colorl 

metro, El tubo es llevado a 25°C en un baño de agua. 1 ml. 

del sustrato se añade • Colocar el tubo en el colorímetro y 

el galvanómetro se pone a 100. Después de 20 min. se coloca 

el galvanómetro en el mismo lugar de la lectura primera y se 

obtiene la lectura final. 

Resultados; 

De la curva patrón de p-nitrofenol la cantidad de 

pMnitrofenol liberado en la maestra es extrapolado y el va

lor resultante es multiplicado por el factor de dilución de 

la preparación de enzima. La cantidad de enzima que libera un 

micromol de p-nitrofenol es una unidad de actividad estearasa, 
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9. Método de titulación usando sustratos solubles 

en agua:( LlPASASl. (19~ 

Reactivos: 

- Tween 20 

~ Acetato de sodio 0.2 N 

-Solución acuosa de rojo de fenilo 0.02% 

- NaOH 0.02N 

-Alcohol decílico 

-Solución de enzima (0.1 mi o 1 mg/ 10 mi) 

Técnica: 

El sustrato es preparado mezclando lOO ml de buffer 

con 50 mi. de Tween, 10 mi. de indicador y 90 mi. de agua des 

tilada. El pH de la mezcla es cerca de 7.2. A 1 mi. de la pr~ 

paración de enzima se añaden 5 mi. de sustrato. Se tapa el !_u 

bo prueba y se coloca en baño a 20°C. 9 min. después debe a -

ñadirse 1 gota de alcohol decíl ico para prevenir la espuma. 

La solución es titulada , El valor del testigo es obtenido 

por titulación bajo idénticas condiciones titulando separada

mente 5 mi. de sustrato y 1 mi. de enzima. 

Resultados: 

La diferencia entre el álcali consumido en la prueba 

problema y la suma de los dos testigos es dada como la medida 

de la actividad enzimática. Por definición lml de NaOH 0.02N 

corresponde a lOO unidades de 1 ipasa. El indicador es amarillo 

al principio y su transición de rosa a rojo violeta indica el 

punto final (pH 8.3) 



CUESTIONARIO 

1, lA que se llama actividad y potencia enzimática? 

2. Escriba y explique las reacciones de los métodos 

de Bernfeld, Nelson Cooper, Lane Eynon, Fehling y Lowry. 

3. ¿En que se basa el método de Sorensen? 

4. ~Que importancia tiene la medición de activi

dad amilolítica, proteolítica y lipásica en productos como 

el .pan? 

5. ¿ Por qué se podría utilizar la invertasa y pe~ 

tinasa como fndice de madurez en frutas y vegetales? 

OBSERVACIONES 

l. Al realizar curvas patrón se debe calcular la 

concentración de enzima para que el desarrollo del color en 

tre en los valores de la misma. En caso de no ser así, se pu~ 

den realizar diluciones de ambas, para poder leer en el colo-

rímetro. 

2. Antes de empezar cualquier técnica, comprobar qee 

se dispone de las sustancias, soluciones y equipo necesarios 

para·efectuar la prueba y realizar las mezclas de soluciones 

momemos antes de la misma, en caso de que deba hacerse. 

3. Realizar diagramas claros de los pasos a seguir 

en los métodos, para evitar confusiones. 

BIBLIOGRAFIA 

4,8,9, 11, 13, 14, 16, 17, 19,24,27,28,31,37,39,45,46,50, 

53,54,58,64,65,68,71,74,79,91. 
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PRACTICA No, 3: ACT1VACI6N E INHIBICIÓN ENZIMÁTICA. 

BASES TEORICAS 

Desde el punto de vista de la cinética de las reac

ciones se puede considerar que existen dos tipos de inhibido 

res~ los REVERSIBLES y los IRREVERSIBLES, El grupo de inhibi 

dores irreversibles incluye todos los co~puestos que reacclo 

nan con una enzima para for~ar enlaces covalentes estables. 

Los inhibidores reversibles pueden dividirse en : COMPETITI-

VOS y NO COMPETITIVOS. 

La inhibición co~petitiva es caracterizada porque 

depende de la concentración del sustrato, la concentración 

del inhibidor y la K~ del co~plejo enzi~a-sustrato y enzi~a

inhibidor. La inhibición es producida por la co~petencia con 

el sustrato por la unión con el sitio activo de. la enzi~a. E~ 

to implica una similitud en la estructura del inhibidor y del 

sustrato. 

Un inhibidor co~petitivo puede ser reversible por -

·el incre~ento de la concentración del sustrato. 

Los inhibidores no co~petitivos producen una inhi

bición que no puede revertirse au~entando la concentración 

del sustrato, ya que no existe una competencia entre el inhi

bidor y la afinidad de ~ste por la enzima. 



En la inhibici6n no competitiva, el inhibidor pue

de unirse a la enzima tanto en el sitio en que lo hace el 

sustrato como en otro diferente. Cuando ~sta unión se es -

tablece en alguna parte de la molécula enzimática que 

no está lo swficientemente cerca del sitio en que se une el 

sustrato con la enzima, la pérdida de la actividad catalí

tica puede ser el resultado de un cambio conformacional propl 

ciado por la adici~n del inhibidor. 

Un inhibidor puede reaccionar directamente con gru

pos escenciales del sitio activo de la enzima, con grupos es

pecfficos de la enzima que no involucren el sitio activo pe-

ro que son importantes para mantener la conformación de éste 

o junto a importantes multisubunidades enzimáticas. 

El sitio activo de la enzima que es el punto en el 

que se realiza la captura del sustrato y el lugar donde selle 

va a cabo la catálisis enzimática,es de suma importancia, 

La teoría de Koshland de AJUSTE INDUCIDO postula: 

1. Durante la unión del sustrato y la enzima en 

el sitio activo, se determina un cambio 'considerable en la 

geometrfa de la proteina enzimática. 
1 

2, Para que se produzca la catálisis es indispen-

sable que el sustrato esté orientado en forma muy precisa. 

3. Dicha orientación es inducida por el propio 

sustrato mediante el cambio a que da lugar en ·la geometría 
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del sitio activo de la enzima. 

Activación enzimática. 

Las enzimas frecuentemente requieren de cofactores 

para efectuar sus funciones catalíticas, La activación de 

las enzimas se logra por medio de: coenzimas, grupos prosté~ 

ticos, iones metálicos y grupos reductores, 

Una coenzima es una molécula orgánica que particl 

pa en la reacción,adhiriéndose a la enzima, con lo cual hace 

que ésta se active. En algunos casos los.cofactores enzimáti 

cos están firmemente unidos a la molécula y reciben el nom

bre de grupos prostéticos. Los grupos hemes, flavin, y bioti 

na corresponden a éste tipo de cofactoreso 

Mientras que la actividad de algunas en~imas no es 

afectada por la presencia o ausencia de sales , otras son 

bastante influenciadas por la naturaleza y concentración de 

los iones presentes, Algunos iones son absolutamente neces~ 

rios para la actividad de algunas enzimas, mientras que o 

tros son altamente tóxicos para casi todas ellas, Ej: Ag +, 
++ ++ 

Hg y Pb • Los efectos que los iones producen en las enzimas 

pueden ser diferentes y en algunos casos no son correctamente 

aclarados&. (20, 25, 43, 51, 61, 78, 89, 91,). 



ALGUNOS JNHIBIDORES ENZIMATICOS (92) 

llNHlBIDOR 

ión cianuro 

ión sulfuro 

ión oxalato 

ión dieti l di 
tiocarbamato 

ión pirofosfs 
to 

ión azida 

i ón p~mercur i 
benzoato -

radical alfa
alfafdipiridito 

cisteína y su] .. 
fhidri l icos 

GRUPO DE LA 
ENZiMA 

Fe+3 Cu Zn y o
tros metales 

varios metales 

Mg Ca 

Cu 

Mg Mn Zn y o
tros·metales 

Fe+3 protoporfi 
" . -r1n1co 

grupo sulfhi .. 
dri lo 

Fe 

Fe Cu otros 
también puede 
reducir 

lNHlBlDOR 

o•fenantrol ina 

ión fluoruro 

co 
i ón EDTA 

i odoacetami da 

N-etilmaleimi
da 

varios arseni 
cales 

ión diisopropil 
fosfofluoridato 

metales pesados 
Ag Hg

2 
Pb

2 

ALGUNOS ACTlVADORES ENZlMATICOS (78) 

ACT[VADOR I!Nlíi'.MA ACT IVADOR 

reductores gpo. SH en sitio NaCl 
cisteina activo (papaína, . ++ ++ 
glutatión bi ficina 3 bromell Co Ni 
sulfito de na) 

p~+ ++ 
Na. 

' 
Zn 

Na+ ca+ pectinmetileste~ Cu 
rasas 

zn++ proteasas neutras ca++ 
de B. subti 1 is 

GRUPO DE LA 
ENZ(MA 

Fe Co Zn y o 
tros metales 

Mg Ca otros 

Fe+2 Cu 

varios iones 
metá l ices 

grupo sulfhl 
dri lo 

grupo sulfhi 
dr i lo 

grupo sulfhi 
dri lo 

grupo OH de 
la serina 

grupo sulfhi' 
dr i lo pos ibTe 
pp. protéica 

ENZIMA 

lipasa pancre! 
tica 

carboxipeptisa sa -_;;;;; 

oxidasa~ con 
metal en sitio 
activo 

estabilizantes 
dealfaamila• 
sa bacteriana. 
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OBJETIVO 

El alumno com~arar§ cualitativamente el efecto que 

tienen los activadores e lnhibidores en la acción de una enzi 

ma sobre un sustrato. 

FUNDAMENTO 

La acción de una enzima sobre un sustrato puede ser 

disminuida o suprimida completamente de,varias formas: inhi~i 

ción e inactlvzción. La Inhibición es la supre;ión parcial de 

la actividad mediante un proceso que no se encamina a la des 

trucclón de la enzima. Los productos finales de la reacción 

pueden actuar como inhibidores. La inactivación, es mas amplia 

puede ser par~ial o total. Cualquier sustancia que acreciente 

la actividad @nzimática es un activador (43). 

Las enzimas tienen diferentes límites de acidéz o 

alcalinidad fuera de los cuales ocurre la desnaturaliza

ción. 

PROCEDIMIENTO 

En ésta práctica se harán 3 series (A,B,C) de solu 

cienes de la enzima a anali~ar, manteniendolas en las condi -

clones adecuadas a la misma. A la serie A se le anadir~n ac-

tivadores 1 a la Serie 8 se le anadirán inhibidores y la serie 

C se mantendrá como testigo, Se permitirá que las tres series 

reaccionen con el sustrato apropiado a la enzima a temperatu

ra pH y demás condiciones óptimas, determinándose posterior

mente la actividad. 
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La determinación de la acción de activadores e in

hibidores enzimáticos se puede realizar por métodos cualita

tivos y cuantitativos similares a los empleados en las pr~c-

ticas y 2. 

La ventaja de los métodos cualitativos es el aho

rro de tiempo mientras que la de los métodos cuantitativos 

es·la exactitud de los resultados, En la industria ee utili 

zan ambos métodos dependiendo de la importancia de los facto 

res tiempo~ exactitud. En el laboratorio de Enzimologfa el 

empleo de uno u otro método dependerá del tiempo disponible 

en el semestre. 

CUESTIONARIO. 

1, Mencionar cuales son las sustancias que inhi -

ben a las amilasas, las sulfhidril proteasas, las proteasas 

ácidas y las lipasas, 

2. ¿Cuáles son los inhibidores y activaqores per

mitidos en alimentos7 

3. ·Además del uso de sustancias químicas,¿ Qué o

tros métodos existen para inhibir y activar la acción de en

zimas en la industria alimentaria? 

4. ¿ Cuales son los factores que intervienen para 

que se produzca la activación e inhibición enzimática? Men -

ciónelos y explique de qué manera actúan, 

5. ¿Qué función desarrolla el ca•+ en la amilasa? 
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6. En base aLsitio activo que presentan,¿ Gua

les son las sustancias que activan e inhiben las metaloprot~ 

asas y por qu~? 

7 o ¿Por qué algunos a 1 imentos como frutas y verdu

ras se conservan mejor en refrigeración] 

8. Dé 4 ejemplos de ventajas logradas al activar 

o inhibir enzimas presentes en alimentos. 

OBSERVACIONES 

l. Al realizar las pruebas selecc~onadas para de

terminar la acción de activadores e inhibidores, tomar en 

cuenta los pH, tempetaturas, concentraciones y dem~s facto-

res que afectan las mismas. 

2. En caso de que se efectúen pruebas cualitati -

vas se sugiere utilizar las mismas cantidades de enzima, su~ 

trato y cantidad de sustancia a probar para tener un índice 

de confiabilidad aceptable en la prueba, y poder determinar 

qué sustancia activa o inhibe en mayor grado a la enzima ana

l izada. 

3. Realizar las pruebas contra un blanco de enzi-

ma y sustrato en condiciones óptimas para poder hacer comp~ 

racion de los sesultados que se obtengan. 

, 
131 BL 1 (lGRAF lA 

8, 19,25,26,28,38,39,50,72,74,78,89,91. 
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PRÁCTICA No. 4: PRUEBAS DE PRECIPITACION ENZIMATICA. 

BASES TEÓR 1 CAS. 

En el proceso de obtención de enzimas, el primer--

paso es la selección de la fuente a utilizar. Una vez que se 

ha decidido la fuente de enzimas a emplear, el siguiente paso 

es extraer la enzima y proceder a su purificación. 

En caso de que la enzima sea intracelular, se pro -

cede a la ruptura de las células y membranas, la cual se pu~ 

de efectuar mediante un homogenizador; con solventes orgáni -

cos como acetona en el caso de preoaraciones vegetales; usan -

do vibración de sonido {SONICADOR); por medio de la fuerza

que las células dan al tratar de pasar a través de un pequ~ 

ño orificio con alta presión, entre otros. Cuando las enzimas 

son intracelulares, se debe tener la precaución de analizarlas 

antes de que se rompa la pared celular. 

Las enzimas se pueden extraer en base a su solubil+

dad, densidad y distribución de carga, tamaño y forma, esta -

bilidad y otros. 

La separación de proteínas en base a sus diferen

tes solubilidades, es un método clásico. La solubilidad de-

una proteína es determinada por los siguientes factores: 
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A. Densidad de carga y distribución de carga. 

Se determina por el número de residuos de aminoáci 

dos ácidos o básicos dados por residuos de ácido aspártico, 

glutámico, histidina, lisina, arginina al igual que los gru

pos ami no y carboxtl ico de los finales de las cadenas poll 

peptídicas, Debido a su naturaleza hidrofíl ica están orienta 

dos §eneralmente en la parte exterior de la molécula protéi~ 

ca al ser expuestos en una fase acuosa. La densidad de carga: 

de ·una proteína puede estar afectada por el cambio de pH. La 

precipitación de una proteína en el punto de mínima solubill 

dad depende de su concentración y solubilidad en éste punto. 

Muchas proteínas son precipitadas ajustando el pl-l, (por eje!!! 

plo: la caseína de la leche). 

El decremento en la constante dieléctrica del me

dio puede aumentar la fuerza atractiva. Por esta razón se u

tiliza acetona o alcohol para pred pitar proteínas, 

En la precipitación de prote(nas por medio de so 1-

ventes orgánicos es importante controlar el pH al igual que 

la cantidad de iones inorgánicos presentes, 

Para controlar la desnaturalización de proteínas

por medio de la ruptura del enlace hidroF8bico, la precipit~ 

ción con solventes orgánicos debe ser hecha a bajas tempera

turas. 
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B. Control de hldrataci~n. (SALTING OUT) 

EJ grado de hidratación puede ser ca~biado variando 

el pH. El cambio usual para disminuir el grado de hidratación 

es añadiendo compuestos q~e rompan el agua de hidratación q~e 

est~ alrededor de la proteína. Los compuestos mas usados son 

sulfato de a~onio, cloruro de sodio, sulfato de sodio y clo -

r.uro de magnesio. El sulfato de amonio es el mas usado debido 

a su alta solubjlfdad en agua. Las sales univalentes, aunque 

son poco solubles, son,relativamente inefectivas en la preci

pitación de enzimas, co~pa~adas con las sales polivalentes. 

El efecto de sales en la solubilidad varía de una a otra. y

es diferente para cada proteína. 

Los factores de temperatura, pH, naturaleza de la 

proteína, naturaleza de la sal y otros son determinantes en 

1a precipitación de enzimas. 

En la purificación de proteínas por pre~ipitación 

es necesario establecer la concentración de sales a usar bajo 

las ~ondiciones específicas de cada experimento. Usualmente 

se puede reproducir el pH, la temperatura de la solución, pe-

ro la concentración exacta dé proteína en la ~ezcla es ~as d~ 

ficil de reproducir. 

Una proteína pura no se obtiene por precipitación

debido a que todas ias moléculas no se precipitan en la misq 

ma concentración de sal y se enmascaran en la solución con -

otras proteínas. 

Las protefnas son precipitadas por metales pes~dos 
• ~ • ( +2 +2 +2 +2 

en forma 10n1ca Pb ,Zn Hg , Ca ) y por materiales p~ 
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liiónicos. Los iones ~etálicos probable~ente funcionan para 

precipitar proteínas por neutralización de las cargas de las 

proteínas. 

Los ácidos nucléicos y las prota~inas precipitan pr~ 

teínas por interacción electrostática causando reducción neta 

de la carga de la protefna y agregados de for~a poi i iónica. 

(62,91) 

C, Presencia de co~ponentes no protéicos. 

La solubilidad de una proteína es ta~oién dete~i

nada por la cantidad con que se hidrata la ~olécula. Los gru

pos ~as cargados de la ~olécula de proteína son en general 

los mas hidratados. La presencia de otros aminoácidos afecta 

también el grado de hidratación. Los grupos fosfato, sulfato 

y carbohidrato incre~entan ~ientras los lípidos disminuyen el 

grado de hidratación. 

OBJETIVOS 

l. El alumno interpretará la acción de sustancias 

precipitantes sobre diferentes enzi~as. 

2, El alu~no selecciónará la substancia que pre

cipite en mayor grado a una enzima deter~inada, sin alterar 

sus propiedádes. 
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FUNDAMENTO 

La practica se basa en la acci6n de diferentes fac- _ 

tores (substancias org~nicas e inorgánicas, te~peratura, pH, 

diferencias de concentración de los precipitantes y solución 

de enzimas, etc), en la diferencia de solubilidades de las

~ezclas de enzi~a, los cuales, manejados de ~anera apropiada, 

ayudan a precipitar de una for~a efectiva a las enzimas. 

PROCEDIMIENTO 

En ésta pr~ctica se preparar~n al ~enos, dos series 

de soluciónes de enzima en las condiciones adecuadas al ~éto

do elegido. A una de las series se le a~adir~n substancias OL 
gánicas ~ientras que a la otra se le adicionarán sustancias i~ 

orgá~icas. Se tendrán varios tubos co~o testigo a los que so -

la~ente se les agregará la solución de enzima a precipitar. 

Para poder comparar los resultados se deben mantener 

constantes las cantidades de enzima y de precipitantes agreg~ 

do~, de ~anera que se pueda filtrar y pesar el precipitado ob 

tenido con cada Lno de los reactivos y se deter~ine el que 

actuó precTpitando una mayor cantidad de protefna. 

El parámetro de comparación para evaluar el rendi -

miento de la precipitación y determinar si la enzima ha sfdo 

desnaturalizada en el proceso de precipitación, será la prue

ba de activldad enzimática que se verifique en la enzima que 

ha sido precipitada. 
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' METODOS DE ANALISIS 

A, DISCUSIÓN DE LOS MÉTODOS 

1. Ajuste de 1 .e,H: se basa en que 1 a precipita-

ción de una enzima en su punto de mínima solubilidad depende 

de su concentración y solubilidad en ése punto. Una práctica 

usual es empleando un pH en, o cercano al, punto de mínima so 

lubilidad. La precipitación de caseína de la leche ajustan 

do el pH entre 4 y 5 podría ilustrar ~ste tipo de oruebas. 

Para tener un precipitado de proteínas, varias mol~culas de 

ésta pueden formar un agregado en el cual se combinen sus so

lubilidades (debido al tamaño de la masa y a la unión de Jos 

grupos cargados), siendo menos que la solubilidad de la mol~-

e u 1 a i n d i v i du a 1 • ( 9 1 ) . 

2. Alteración del grado de hidratación (SALTING 

OUT): se basa en la adición de compuestos que rompen el agua 

de hidratación que está alrededor de la proteína. Por lo gen~ 

ral, los grupos fosfato, sulfato y carbohidrato incrementan

el grado de hidratación, mientras los lípidos lo disminuyen. 

3. Adición de solventes orgánicos: para minimi 

zar la desnaturalización de proteínas por medio de la ruotura 
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de enlaces hidrofóbicos, la precipitación con solventes or 

g~nicos debe ser hecha a bajas temperaturas. {91). 

4. Precipitación con metales pesados&. Las pro 
+2-

tefnas se precipitan por metales pesados en forma iónica {Pb, 
+2 . +2 +2 

Mg , Zn Ca ), y por materiales po1iiónicos. Todas las 

protefnas son precipitadas a altas concentraciones de iones 

de metales pesados peeo ciertas protefnas son precipitadas a 

bajos niveles. Por ejemplo: la caseína es m~cho menos soluble 
+2 

en presencia de Ca , la enolasa y la papafna pueden ser crr~ 
+2 

talizadas con derivados de Hg • Estos iones probablemente fu~ 

clonan para precipitar protefnas por neutralizactón de las caL 

gas de las protefnas y/o por la formación de uniones entre las 

moléculas de protefnas. {91). 

5. Adición de las sales inorgánicas como preci~ 

pitadores de imp~rezasz Se basa en la formación de un precids 

pitado IN SJTU que arrastra las cálulas bacterrales usadas-

en la fermentación y otros contaminantes. Puede ser realiza-

da en dos etapas. {63). 

6. Adición de cationes: Se emplea para enzimas~ 

fungales. Utiliza un cat!6n del 2do (B~,Ca, Sr, Cd, Pb, Mg )-

para tratar el lfquido obtenido de los cultivos de microorg~ 

nismos. Se eliminan los contaminantes presentes en el lfquido 

sin efecto adverso sobre las enzimas. Se pueden eliminar los 

ácidos orgánicos, ácido glucónico, ácido oxálico, ácido cftrl 
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co, hierro y otras substancias indeseables formadas durante 

el cultivo, Los cationes reaccionan con los ácidos orgánicos 

y forman un precipitado gelatinoso que incluye hierro, mani

to] y sustancias cromogénicas, El precipitado se separa con 

filtración~ decantación o centrffugación sin haber disminu

ción apreciable de la potencia de la enzima. (63). 

7. Adición de compuestos cuaternarios: Se basa 

en mezclar las aminas de la solución enzimática con un com -

puesto cuaternario para formar un precipitado entre las imp~ 

rezas y los compuestos cuaternarios de amonio y en la separ~ 

ción del mismo de la solución de enzima. Los compuestos cua -

ternarios actúan también como preservativos para prevenir el 

crecimiento bacteria!, (63). 

~- Adición de lignina como precipitante de im-

purezas a pH alcalinos: En éste método se ajusta el pH aran 

gas alcalinos bajos para la absorción de impureza_s y se adi -

ciona 1 ignina soluble en agua. Se remueven después la lignina 

con las impurezas absorvidas y se obtiene una solución con u 

na enzima bastante purificada, La solución se trata entonces 

de tal manera que se obtenga un polvo seco de enzimas,(63). 

9. Adición de ácido tánico y lignina a pH ácido 

como precipitante de impu~ezas; La enzima, por ejemplo: ami -

loglucosidasa, se trata con una solución de proteina precipi

tante seleccionada o coagulantes. Se filtra y centrifuga. La 
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porción líquida tiene la parte de amiloglucosidasas para pu

rificar. Esta puede usarse como tal o concentrarse, evapo -

rarse y secarse o deshidratarse con un líquido orgánico sol~ 

ble en agua como acetona o etanol antes de usarse. La ligni

na y el ácido tánico son agentes para el tratamiento de pre

paraciones de amiloglucosidasa. La lignina es insoluble en a 

gua, pero soluble en soluciones alcalinas de agua. El ácido 

t~~ico es soluble en agua. (63) 

B. DESARROLLO DE LOS MÉTODOS DE ANALISIS. 

Reactivos: 

Técnica; 

1 • Ajuste del pH. ( 91 ) 

Solución de enzima (o.l ml ó 1 mg/10 ml) 

- Soluciones buffer a diferentes pH. 

-Solución de sulfato de anonio saturada. (lO%) 

Ajustar el pH a varios valores para la solución de 

enzima. Si la enzima no se precipita, se añade suficiente can 

tidad de sulfato de amonio a cada alícuota y agitar para dar 

una saturación del 10% a 0°C. El precipitado formado debe cen 

trifugarse y decantar el líquido sobrenadante. 

Resultados: 

Seleccionar el pH al que existió mayor precipitado. 
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·k 

2. Adición de disolventes orgánico~. (91). 

Reactivos: 

-acetona, etanol, metano!. propano!, isopropanol, 

-Solución de enzima (O. l ml, ó l mg/10 ml) 

Técnica~ 

Los solventes orgánicos son enfriados a 0°C y la s~ 

lucipn que contiene la enzima a 0°C. El sisolvente es añadido 

leniamente con agitación contfnua. El precipitado puede ser 

separado de la solución después de su formación y disuelto en 

buffer o secado a baja temperatura para remover el disolvente, 

De otro modo la actividad enzimática puede ser afectada por 

la precipitación con disolventes. 

Resultados; 

Seleccionar el disolvente orgánico que provoqae ma-

yor cantidad de precipitado, como el adecuado para el efecto. 

y que no altere la actividad enzimática. 

3. 

Reactivos: 

Adición de sales inorgánicas:(PROTEASA BACTERIANA) 
( 63). 

~ Solución acuosa de Ca (OH) 2 al 10% (A) 

- Solución de H3Po4 al lO% (B) 

- Solución de Na
2
so4 al 66% (C) 

T~cn i ca: · 

2o· ml. de A se añaden a 200 ml. de solución de en 

z ima, lentamente. con agitación Mantener el pH a 8.5 por 

adición de solución de B hasta ajustar e 1 pH. Después que 

se añadió todo A, la mezcla se ajusta a pH de 6.5 con la sol u 

ción diluida de B. La mezcla se filtra en vacfo, Se lava con 
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150 ~1. de agua destilada. El agua del lavado ~e co~bina con 

e1 filtrado y se obtienen 350 mJo de una soluci6n a la que 

se le agrega C (125g). Agitar la ~ezcla durante~ horas a te~ 

peratura ambiente. El precipitado for~ado es filtrado y las 

vado con una so1uci6n de sulfato de sodio al 25% (100 ~1). 

Al precipitado se le deter~ina la acti~idad enzi~~tica. 

Resultados S 

Reportar la cantidad de enzi~a obtenida en gramos 

y la actividad enzimática. 

Reactivos¡ 

Técnicas 

4. Adici6n de cationes (CARBOHJDRASA FUNGAL) (63) 

- So1uci6n de CaC1 2 al 25%. 

a So1uci6n de NaOH. 

E1 pH de la so1uci6n de enzima se ajusta a 6 con ·~ 

una so1uci6n de NaOH y la muestra se divide en 5 alfcuotas

a cada una de 1as que se 1e adicionan diferentes cantidades 

de so1ucién de CaC1 2 al 25%, hasta la co~p1eta precipitación-

de las impurezas. (ácido oxálico, gluc6nico o cítrico), Una

vez libre de iiJ'Ipurezas se procede a precipitar la enzima por 

cualesquiera de los ~étodos existentes para éste prop6sito. 
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CUESTIONARIO 

l. ¿ En que se basa la precipitación de enzi~as?. 

Cuáles s9n los factores que la afectan] 

2. lQué i~portancia tiene la adición de sulfitos 

en la precipitación de enzimas?. Explique claramente. 

3. ¿La actividad de una enzi~a cruda y una enzi~a 

purificada es igual o distinta? ¿Qué tanto? 

4. ¿Qué cuidades hay que tener en la extracción de 

una enzi~a intra y extracelular? ¿Por qué? 

5. ¿Cuáles son las sustancias utilizadas comunmen 

te para precipitar enzimas? ¿Cuáles son aceptadas para enzi

mas en la Industria Alimentaria? 

6. ¿Qué pasos seguiría para precipitar y purificar 

una enzima que se emplee en alimentos? 

7. Se sabe que el E.D.T.A. inactiva a algunas en

zimas ¿Se podría emplear para precipitarlas? 

OBSERVACIONES 

1. En la extracción de enzimas vegetales, los buffers 

deben mantener un pH cercano a 7.5 y la fuerza iónica debe ser 

de o.l a 0.5. 

2. En las plantas que contienen grandes cantidades 

de compuestos fenólicos se añade polietilenglicol o pol ivinil

pirrolidona para proteger de la inactivación a la enzima. 
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3. El m~todo sugerido para determinar la correcta 

soluci6n de sales a emplear para precipitar,es tomar pequenas 

cantidades de soluci6n de enzima cruda en varios tubos, ajus

tar el pH previamente al valor de menor solubilidad (~sto es 

muy importante para una precipitaci6n mas efectiva), mantener 

la temperatura a 0°C durante todo el experimento y añadir la 

sa1 con agitación contfnua hasta 

ción saturada a 0°C. 

~ue se disuelva como solu 

La concentración de sales varfa desde el 5 al 10% 

sobre el rango de no precipitación hasta el 80% de satura -

ción. 

Despu~s de añadir y disolver la sal, los tubos se 

mantienen por 30,60,mlnutos y se centrifugan. El precipitado 

se redisuelve en un buffer de estabilidad de la enzima y se 

determina la actividad de las dos fracciones (liquide sobre

nadante y precipitado). La actividad debe ser de 10% en la 

suma. de las dos fracciones. En caso de ser mayor o mucho me 

nor, se puede dializar la solucl6n para eliminar el sulfato 

de amonio que interfiere en la actividad. 

B lBLl OGRAF Í A 

( 2, 25, 43, 52, 56, 63, 76, 78, 85, 91) 
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, 
_ERACTICA No. 58 ESTABJLJ!ACION Y PURIFICACION DE ENZIMAS. 

La Integridad de la estructura trid,.mensional del 

sitio activo de una enzima es esencial para mantener su ac 

tivldad. 

En genera1, las enzimas son mas estables a bajas 

temperaturas pero existen diferencias en su susceptibilidad 

a) calor, las cuales están relacionadas con el tamaMo y com

plejidad de la enzima. 

Las enzimas son más estables ~n tejidos intactos o 

en homogenados que en la forma purificada y esto se debe a la 

diferencia de concentración de la proteína total presente en 

cada tipo de preparación, también las condiciones de máxima 

estabilidad presentan variaciones de una forma a otra. 

La velocidad de aesnatural ización de una enzima en 

ausencia de factores que la pertu-rben como la proteólisis, es 

usualmente un proceso de primer orden, de ahf la importancia 

de conocer el tlempo necesario para destruir toda la actlvl 

dad enzlm~tica, ya q~e ésto, o la constante de velocidad del 

proceso, ser~n los utilizados para determinarla. 

La energía de activación para transformar reactantes 

en productos, en reacciones enzimltlcas es del rango de 6,000 
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a 15,000 cal/mi., mientras la ~ energ¡a de desnaturalización de 

la enzima es del rango de 50,000 a 150,000 cal/mi. Asf con u

na alta temperatura la desnaturalización es rápida debido al 

gran número de moléculas que tienen suficiente energía para 

pasar a un estado de desnaturalización. 

Las enzimas tienen una desnaturalización irreversi-

ble en soluciones muy ácidas o muy alcalinas, el pH en el que 

estQ• ocurre varfa con el tipo de enzima y éste es función de 

las condiciones de trabajo. 

! j 
El pH de estabil idát de una enzima está usualmente 

.~:,\ 

influenciado por la prese~ci\¿¡_;o ausencia de cofactores o de 

otras moléculas pequeñas /\J~fre modificaciones por otros fas_ 
'·.·-;./ 

tares como son: el tipo y ¿Bticentración del buffer, la fuerza 
' fj . 

iónica, la constante dieléctrica del medio y la presencia o 
"--··' 

ausencia del sustrato. 
,.J 
~;...:) 

'\oJ 

Las diferencias de pH y temperatura de estabilidad 

pueden ser usadas para la-purlf1caclón. 

Existen métodos diferentes para la purificación de. 

enzimas 1 los cuales est~n basados en: la diferencia de solu

bilidad de una protefna a Otra, la cual se determina por la 

distribución de densidad de carga, grado de hidratación y la 

presencia de componentes no protéicos de la molécula como los 

fosfatos, carbohidratos o lípidos, 
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La interacc16n de la enzima con un grupo especTfi

co en la que se basa la metodología de cromatografía de 

afinidad, ·es un factor Importante en el anil isis. 

La separaci6n se basa en la diferencia entre las or.2_ 

teínas en materiales de intercambio iónico. El grado de seo~ 

ración de proteínas en base a sus propiedades de carga, deben 

ser real izados bajo condiciones donde las proteínas son mas 

estables; la proteína puede ser removida del material inso

luble de una manera selectiva, por variación de la concentra

ci6n de sales o por medio de cambios en el pH. 

En la separaci6n basada en el tamaño, las proteínas 

difieren en sus pesos moleculares y por esto pueden ser se

paradas en función de sus diferentes sedimentaciones en el 

campo gravitacional, En ésta propiedad se basa el método de

filtración en gel. 

Existen otros métodos con los que se determina la -

p.ureza de. una enzima como: la electroforésis, que depende de 

las diferencias en la carga, distribución de carga, tamaño, -

forma de las moléculas y la ultracentrifugación que se usa p~ 

ra determinar el PM y la homogeneidad de los preparados y que 

depende de la diferencia de densidad y tamaño de las moléculas. 

(13, 14, 18, 22, 25, 78, 91). 
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OBJETIVO 

El ~lumno conocer§ y apllcarl algunos de los dife~ 

rentes ~~todos de estabilizaci&n y purificaci&n de enzi~as, 

asf como la importancia de los ~ismos en la industria Al i~e~ 

taria. 

FUNDAMENTO 

La estabilidad de una enzi~a es funci&n de la te~

peratura y del pH, fuerza Jónica, naturaleza del buffer, pr~ 

sencia o ausencia del sustrato, concentraci&n de la enzi~a, 

asf como de otras protefnas en el siste~a, tienpos de incu -

bación y de la presencia o ausencia de activadores o inhibi-

dores. 

La afinidad enzim~tica es uno de los ~étodos de p~ 

rificación basada en la unión de enzimas con un tipo de ~at~ 

rial adecuado. 

PROCEDIMIENTO 

1. Efecto de la temperatura. (9I' 

Incubar a varias te~peraturas (15,25,35,45,55 °C ) 

soluciones de enzi~a proble~a, en ausencia de sustrato, per

~aneciendo las otras condiciones (pH, concentración de ac -

tivadorei u otros iones, etc), constantes. To~ar alfcuotas d~ 

la ~ezcla de incubación a intervalos de tiempo de 15 a 30 ~in. 
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Colocar las aJfcuotas en un baRo de hielo o directamente en 

la mezcla de reacción que contiene el sustrato a pH y tem

peratura óptimas para la enzima. Determinar la actividad pr~ 

sente en cada alfcuota mediante pruebas cualitativas o cuan

titativas. 

Los datos experimentales ·que se obtengan de la te~ 

peratura de estabilidad mas adecuada, serán diferentes para 

cada tipo de enzima y dependerán del tipo de epzima y origen 

de la misma, asf como la forma en que se encuentre ya sea p~ 

rificada o en"concentrado crudo. 

2, Determinación del pH de estabilidad. (91\ 

ARadir a diferentes tubos de ensayó una cantidad fi 

ja y medida cuantitativamente de buffers de diferentes valores 

de pH ( 3,5,7,8, 10), de manera que se trabaje en zona ácida, 

neutra y b~sica. Equ1librar la temperatura en un~ano de agua 

por 10 minutos, Añadir una alícuota constante de enzima en ca 

da tubo a intervalos de tiempo de 15 a 30 minutos. Sacar una 

alícuota y añadir a una solución de sustrato a una tempera -

tura óptima de actividad y pH fijo, con suficiente concentr~ 

ción de manera que el pH final de todas las alícuotas sea el 

mismo durante el ensayo de actividad, 

Adn cuando el pH al que se efectúa el ensayo de a~ 

tividad no sea el óptl~o, puede estar en la regionen que la 

enzima sea estable durante el análisis. 
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3. Afinidad enzim~tica. (20, 52, 63,91) 

Llevar la enzima a una soluci6n que est~ en las - -

condiciones de pH y temperatura de estabilidad. 

Preparar la columna de afinidad siguiendo el método 

adecuado al tipo de enzima del que se trate. 

Eluir la soluci6n de enzima en la coltimna oara que 

se fije a la misma. 

Extraer la enzima de la columna por medio de solu 

ciones buffer seleccionadas· previamente, de manera que, tr~ 

bajando con cambios de pH, se eliminen las impurezas y se 

obtenga la enzima con algún grado de purificaci6n. 

Una vez realizado lo anterior, se procederá a utili 

zar la enzima ya sea precipitándola o manteni~ndola en solu -

ci6n a condiciones estables, 

La preparación de la columna será efectuada por el 

profesor de prácticas por ser un proceso que requiere mucho 

tiempo. 
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METODOS DE ANÁLISIS 

A. DISCUSIÓN DE LOS METODOS 

1. ESTABILIZACIÓN 

Para evitar la desnaturalización cuando se trabaja 

con una enzi~a precipitada, se debe agregar al extracto pro~ 

teínas co~o gelatina, albd~ina de suero de bovino, o albú -

mina de huevo ya que la concentración de protefna total pr~ 

sente es un factor que infl~ye ta~bién en la estabilidad de 

1 as enzimas. 

Los agentes e~pleados para la estabilización de e~ 

zi~as lfquidas incluyen co~puestos orgánicos e inorgánicos co 

mo benzoato de sodio, ésteres.rde ácido p-hidroxibenz6ico, 

g1iceró1, propilenglicol, sorbitol y cloruro de sodio. Los 

productos s61idos son ajustados a potencias estándares por!! 

dici6n de dilu,entes como al~idón, lactosa, dextrosa, sacaro

sa, harinas, sales, gelatinas y caseína. 

En casos en que la filtraci6n del producto alimentl 

cio sea practicada después del trata~iento con enzi~a, el di 

luyente puede tener tierra de diato~eas. Los buffers y otras 

sales co~o citratos o fosfatos, son ta~bién usados en la 

for~ación de productos enzi~áticos líquidos o sólidos para-

~antener la enzi~a en condiciones favorables. (91). 
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2, 
, -~-

PURIFICACION DE ENZIMAS POR ADSORCION EN 

COLUMNA, 

Existen varios métodos para adsorber una enzima a 

una columna, Estos se basan en las diferentes propiedades que 

p~esentan las protefnas, Entre ellos se tienen: 

--

Cromato]rafía por afinidad: una solución de enzi-

mas se hace pasar a través de una columna preparada con un. 

material insoluble (SOPORTE) , el cual interacciona con un -

grupo de la enzima que es especffico, La enzima se tetardar' 

debido a ésta unión con el grupo que actuará como sustrato -

mientras las otras proteínas y sustancias pasan directamente 

a través de la columna; la enzima deseada puede ser eluída de 

la columna por medio de: cambios en la fuerza iónica, el pH, 

o la constante dieléctrica del elumente. Este método se utill 

za en la purificación de enzimas porque se pueden obtener puras 

con_pocos pasos de purificación. (91). 

Cromatografía de intercambio iónico: en la prác -

tica se emplea un material insoluble,con algunas propiedades. 

hidrofílicas,que contenga grupos ionizables de carga opuesta

a 1 a carga neta de 1 a proteína. En adición, 1 a proteína -

puede ser rápidamente removida del material insoluble con un 

eluyente que actúe de una manera selectiva, lo cual puede ser 

realizado por variación de la concentración de sales de la so 

lución, o por medio de cambios en el pH, (20, 91) 
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La elección de los ~ateriales para usarse en la eQ 

cro~atografTa de interca~bio iónico depender~n de la natura

leza de la carga en la proteína. En la práctica actual, otros 

factores co~o la unión con hidrógeno, distribución de carga 

y ta~ano de la ~olécula prot~ica pueden ser una regla en el 

co~porta~iento de las protefnas en las colu~nas de intercam

bio. iónico. El pH adecuado, es dictado, entre otras cosas, por 

el rango de pH en el cu~l la proteína es estable. 

Un gran número de ~ateriales de intercambio iónico 

son usados para la cromatografía de protefnas, entre los que 

se encuentran& 

- Amberlita IRC-508 La resina es cna matrfz inso~ 

luble con uniones cruzadas por dlvinilbenceno conteniendo gru 

pos carboxílicos libres, los cuales dan la capacidad de inter 

ca~bio catiónico. Contiene alderedor de 10 ~iliequivalentes 

de grupos carboxTlicos por grano. El pH de 6 a 6.5 es efectiq 

vo para mol~culas de bajo P.M. co~o proteínas básicas (cito d 

cro~o, li~ozima, ribonucleasa, quimotripsina y bro~elina. La 

desventaja es que son completa~ente inertes al ataque enzimá~ 

tico y deben usarse soluciones con alta fuerza iónica. Estas 

pueden ser necesarias para man~ener la protefna en soluci6n 

y prevenir la interacción con co~ponentes no protéicos. (91). 
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" Derivados de la celulosa: Son preparados por

modificaciones qufmicas de la celulosa. Son inocuos a las -

proteinas y pueden ser usados sobre y bajo las condiciones

de subsecuentes regeneraciones. Tienen alta capacidad para 

las proteínas. Bajo condiciones ideales, 1 g de celulosa de 

intercambio iónico en peso seco es cap~z de unir aproximada

mente 1 g. de proteína. De lOO a 150 g. de proteína pueden

ser usados en una columna de 2 cm. de di&metro. Los materi~ 

les usados frecuentemente son carboximetilcelulosa ( CMC 

y dietilaminoetil-celulosa ( DEAE-celulosa ). ( 91). 

Sephadex: Compuesto por polímeros de dextranas, 

tienen la ventaja sobt·e los derivados de celulosa de que p~ 

qüeñas enzimas pueden degradar el material de soporte, Las 

partículas son ~ás unifor~es en tamaño y su capacidad para 

las protefnas es mayor. Tienen la desventaja de que se hi~ 

chan o encogen marcadamente dependiendo de la fuerza ió- -

ni ca de la so 1 uc i ón. ( 91 ) • 

B. DESARROLLO DE LOS METÓDOS DE ANÁLISIS. 

1 • Croma tograf,1~ dr-> intercambio i ón i co. ( 91 ) . 

Reactivos: 

Solución de enzima (o.l~l ó 1 mg/10 ~1). 

- Solución buffer pH: 3,5,7,9. (0.005-0.0lM) 

- Material de intercambio iónico. 
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af Determinaci6n de las condiciones de adsorci6n 1 

elución de enzima. 

Estas, se establecen por un experimento preliminar 

que define las ~ejores condiciones de adsorci6n y eluci6n de 

las prote(nas: 

Añadir a tubos de prueba, pesos constantes de pe

queñas cantidades de material de inte~cambio i6nico que se en 

cuentren equilibradas con buffers a diferentes pH (3,5,7,9).y 

que tengan una o dos diferentes concentraciones de buffer (u

sualmente: 0.005 - O.OlM ). Posterior~ente se agregan peque-

ñas.alícuotas de soluci6n de enzima cruda. Mezclar con agita

ci6n la soluci6n de enzima y el material de intercambio i6ni

co y mantenerlos durante 15 minutos a 0°C. Al término del -

tie~po, centrifugar y anal izar en el líquido sobrenadante la 

actividad y concentraci6n de proteína (cualitativa o cuanti

tativamente). Los resultados indicarán bajo qué condiciones 
-

se adsorbe preferentemente la enzima. El tubo que dé los me-

jores resultados se suspende en un buffer que contenga una ba 

ja concentraci6n de NaCI (0.005-0.05M). Después de 5 a 15 ~in. 

centrifugar el tubo y analizar en el lfqu!do sobrenadante la 

actividad enzim~tica. y la concentraci6n de proteínas. La con

centraci6n de cloruro de sodio es incre~entada en subsecuen -

tes lavados hasta que toda la actividad de la enzima sea re~o 

vida del material de intercambio. 
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b) ~~cion de la colurnna. 

El material es suspendido en un gran volúmen de

agua, en un cilindro graduado {aproximadamente 40g. de mat~ 

rial en 2 litros de agua), y se deja hasta que se logre fi

jar del 79 al 90% del mismo. El lfquido sobrenadante es e~ 

traído para remover las partfculas finas. Este proceso de 1~ 

vado se continúa hasta que el material se fije uniformemen -

te y el lfquido sobr~nadante sea claro. El tama~o se forma 

mejor con DEAE-celulosa, usando una suspensión inicial en 

ácido clorhídrico 0.25M. Cuando mucho, durante esta opera

cien se puede remover del 25 al 50% del material. 

Resultados: 

Seleccionar el material y las condiciones adecua

das y preparar la columna de cromatografía de intercambio 

ionice. 

Reactivos: 

-Cromatografía de intercambio aniónico dAbilmen-

te básico (ALFA AMILASA)e (63). 

- Solución de acetato de sodio pH 6.5 - 7.0 

- Solución de NaOH 0.5N 

Solución de enzima (Oo1m1 o 

- Duolita A-2 

Columna de vidrio: l x 6 in. 

--- 1 1 1"'\ __ 1 \ mgt , vrn t J 
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Técnica: 

Una columna d~ intercambio iónico de Duolita A-2 

débilmente básica se ajusta a pH de 7 pasando una solución 

de acetato de sodio pH 6.5 a través de la misma. Adicionar 

una determinada cantidad de solución de alfa amilasa fungal 

previamente ajustada a pH 6.5 con NaOH 0.5N. (la cantidad 

adicionada está en una relación de 2 volúmenes de enzima por 

cada volúmen de material de intercambio). 

Pasar 0.2 volúmenes de agua por cada volúmen de 

solución de enzima para asegurar la extracción de la amila

sa de la columna. 

Resultados: 

Determinar la cantidad de actividad y proteina pr~ 

sente en la solución de enzima antes y después de pasar por 

la columna. Interpretar los resultados. 

Reactivos: 

• CromatografTa de intercambio catióni~o. (PROTEA

SA FUNGAL). ( 63). 

- Solución de ácido acético 

Solución de acetato de amonio di 1 uído M/50 pH4.5-4.7 

- Solución de acetat9 de sodio IN pH 5.5 

- Solución de NH 40H l-2N 

- Acetona 

-Resina de amberlita lRC-50 

-Solución de enzima (O. lml ó 1 mg/10 ml). 



136 

Técnica: 

Filtrar y acidificar con ~cido acético el cultivo. 

Llevar el pH a menos de 5. En éste pH, las proteasas son es 

tables cuando se diluyen o están en presencia de los otros 

constituyentes del cultivo.Pasar el cultivo acidificado atr~ 

vés de una columna de intercambio catiónico (Amberlita 1-RC 

50 débilmente ácida). Antes de la adsorción, lavar la resina 

en la columna haciendo pasar a través de ella un buffer de 

acetato de amonio diluido M/50 a pH 4.5 -4.7. La adsorción 

es corrida en rango de flujo de 2 a 4 ml/min cm2 de sección 

transversal de la columna. Lavar con un volúmen de agua e-

quivalente a la mitad del volúmen del cultivo. El rango de 

fluidéz puede ser mayor que el usado para la adsorción. El 

agente eluyente usado puede ser el mismo que el empleado an 

tes de la adsorción 6 acetato ó citrato de sodiu al mismo 

pH y concentración. La elución es entonces corrida pasando 

una solución de acetato de sodio IN a pH 5.5. La velocidad 

de flujo empleada es de 0.5 a 1 mi/ min cm2• 

Los eluyentes que salen deben ser neutralizados{ya 

que son susceptibles de disminuir rápidamente su actividad), 

con una solución de hidróxido de amonio diluido l o 2 N. De~ 

pués de ésto, la enzima se precipita con acetona y se redisuel 

ve en un buffer a pH menor de 5. para otra fijación en una e~ 

lumna de Amberlita lRC-50 fina. Después de fijada la enzima, 

se lava la columna como en la primera adsorción con un buffer 

de pH 5M/50 usando un volúmen aproximadamente igual o equiv~ 
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lente al líquido adsorbido 2 eluyendose después con una so--

lución de acétato de amonio 0.5M a pH 5.5. El rango de flu~ 

déz es de O.Sml/~in c~2 . La solución eluida deberá ser -

neutralizada co~o en la pri~era adsorcióno La enzima puede 

ser precipitada con acetona o dejada en solución ~antenién 

dola en refrigeración sin que se deteriore. 

~Filtración en gel (GLUCOAMILASA). (63). 

Reactivos: 

- Gel de Sephadex G-100 

- Columna de vidrio~ l x 6 in. 

-Solución de ácido sulfúricopH 4 

-Solución de enzima {O.lml o lmg/10 ml). 

Técnica: 

Aproximadamente 75 ~l. de Gel de Sephadex G-100 se 

colocan en una colu~na de filtración de l x 6 pulgadas. El 

pH del gel se ajusta haciendo pasar varias veces·agua con! 

cido sulf~rico a través de la columna hasta que el efluente 

posea el mismo pH que el influente. Ajustar 20 ml. de una 

preparaci6n de enztma al mismo pH de la columna y adicionar 

los a ella, Eluir las ~uestras con agua destilada y ajusta~ 

las al mismo pH de la columna 
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CUESTIONARlO 

l. ¿Cuáles son los factores que intervienen en la 

temperatura y pH de estabilización de las enzimas?. 

2. ¿A qué se debe la diferente estabi 1 idad de las 

enzimas en tejidos intactos y enzimas purificadas? 

3. En la industria¿ Cuáles son las sustancias que 

se emplean para estabilizar enzimas en solución? 

4. ¿Cuáles enzimas son usadas en la industria lá_s 

tea para medir la adecuada pasteurización? 

5 •. ¿ Gua 1 es son 1 as ventajas y desventajas que se 

encuentran al purificar enzimas? 

6. ¿ En qué bases debe fundamentarse 1 a cromatogra

fía de intercambio iónico para la purificación de enzimas? 

7. ¿ Cuá 1 es son 1 as ventajas que se obtienen a 1 in 

movilizar una enzima en una columna? 

OBSERVACIONES 

Las pruebas de actividad enzimática que se reali

cen en las determinaciones de pH y temperatura de estabili -

zación~ podrán ser cualitativas o cuantitativas uti 1 izando~ 

los métodos conocidos y la veracidad de los datos obtenidos 

estará relacionada con la forma en que se efectúen, el tiempo 

disponible para su realización y todos los factores que influ 

yan en la misma. 



Para efectuar ésta práctica se requieren al menos 

dos baños de temperatura-constante y buffers a diferentes

pH. 

139 

Las pruebas se llevarán a cabo con soluciones de 

enzima del medio de cultivo inducido, para que con los datos 

obtenidos se pueda trabajar en la purificación. 

La purificación de enzimas por los métodos de fij~ 

ción en columna requiere de un especial cuidad6 por~ue se ti~ 

ne que tomar en cuenta cuales son los materiales que se van 

a emplear en las diferentes enzimas. 

En el caso de que la fijación de enzimas no se pu~ 

da real izar, se sugiere realizar una prueba al menos para t?

do el grupo. 

BIBLlOGRAFfA 

(18,22,25,33,47,50,52,53,63,78,91,85) 
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PRÁCTICA No, 6: 
. , 

OBTENCIO~_DE ~NZlMAS POR INDUCCION MICRO-

B[AN~ 

, 
BASES TEORlCAS: 

Las enzimas comerciales usadas en la industria de 

alimentos son producidas por cada una de las clases de mj -

croorganismos: HONGOS,(amilasa, proteasa, glucoamilasa, cel~ 

lasa, pectinasa, catalasa, etc), BACTERIAS ( amilasa, protea

sa, catalasa, 1 ipasa, etc) y LEVADURAS (invertasa, lactasa, 

etc). 

Los cultivos de A. flavus~ A. oryzae, A. niger, B. 

subtilis, S, cereviceae, son de parti~ular importancia. 

Cada cultivo de microorganismos produce una gran 

cantidad de enzimas cuya función es hidrolizar materiales nu 

tritivos y reacciones metabólicas. La cantidad absoluta y re 

lativa varía ea cada especie y aún en cultivos de la misma -

especie. 

Los procesos de inducción están involucrados en la 

selección del cultivo original para la producción de enzimas· 

y en el descubrimiento de nuevos cultivos de mejor potenclal. 

El crecimiento inicial es realizado sembrando los 

cultivos en un medio de agar conteniendo el sustrato poten -

cial, las colonias son seleccionadas por estudios que mues-
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tran la gran zona de acción en el sustrato y se hacen cre-

cer corno un cultivo puro en el laboratorio. Las variaciones

pueden ser hechas en Jos constituyentes del medio y en las

condiciones de crecimiento hasta llegar a tener el máximo oo 

tencial de producción de enzima. 

Cuando se desea tener una enzima que produzca una-

reacción determinada, la fuente debe ser buscada en microor

ganismos, métodos de inducción y procedimientos de separa -

ción adecuados, 

Se ha encontrado que los cultivos mutantes tienen

gran importancia en la producción de enzimas comerciales. Al 

gunas veces los mutantes multiplican la oroducción de enzima 

obtenida de Jos cultivos originales. Por otra parte, pueden

producir poca cantidad de contaminantes de enzima o productos 

de metabolismo indeseables; ésto, facilita la seoaraci6n de 

las enzimas y su purificaciÓn. Los mutantes son obtenidos al 

someter a los cultivos a agentes rnutagénicos tales como Luz

Ultravioleta, Rayos X o agentes químicos, a tal grado que m~ 

chas de las células mueran. Los cultivos, son entonces colo

cados en un medio de separación conteniendo los sustratos 

apropiados. Las colonias son escogidas para nuevos aislarnien 

tos por sus características superiores comparándolas con los 

cultivos originales por los procedimientos comunes de selec 

ción. 

Las fermentaciones convencionales emplean cultivos 
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vivos, los cuales crecen produciendo un sistema enzim¡tico y 

simultáneamente efectúan la conversíón de sustratos a pro -

duetos finales. En éstas fermentaciones es siempre necesario 

la suplementación de material nutritivo y el sustrato es usa 

do para la producción de material celular y en una de las reac 

clones que efectúan algunas enzimas presentes en las células. 

Algunas veces estos decrementos pueden ser minimizados por el 

empleo de células como fuentes de los sistemas enzimáticos. 

Cuando una enzima o sistema enzimático de dos o 

tres enzimas están involucradas en una reacción deseada, es 

preferible la separación de cada enzima ya que se disminuyen 

las reacciones indeseables y por que aumenta la concentración 

de las enzimas, necesitandose pequeñas cantidades de enzima 

Jo que evita cambios indeseables en el sabor y composición 

de productos alimenticios. 

Los cultivos se desarrollan por inoculación de cul 

tivos puros en medios estériles con nutrientes en una compo

sición adecuada, pH, temperatura óptima bajo la presencia o 

ausencia de oxígeno. Las enzimas comerciales son usualmente 

derivadas de microorganismos aerobios. 

Los métodos de cultivos sumergidos para hongos y 

basterias en el labordtorio,se hacen crecer en matraces en 

aereación o en pequeños recipientes con agitación y aereación 

(Fermentadores). 
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Comerciolmente son empleados tanques hondos, los 

cuales son equipados para introducir aire estéril y tener una 

agitación vigorosa, La ~antidad de aire, el grado de disper

sión y la cantidad de agitación son variables interdependien

tes. Las:·condiciones apropiadas para una máxima producción de 

enzima deben ser determinadas para cada proceso individual. 

Se emplean controles estrictos para obtener producciones con-

sistentes de enzimas. 

Los principales fundamentos para la oroducción de 

enzimas microbianas en el laboratorio y a gran escala en una 

planta son los mismos, sin embargo el tipo de equipo y la can 

tidad de material que se necesitan son muy diferentes. 

Los microorganismos se multiplican por división ce 

luJar, usualmente las curvas de población de los microorgani! 

mas inoculados en un medio de crecimiento favorable pueden ser 

divididas en varias fases~ 

1 
o 111 
1...·-
QJ e 
E'lll 

'.:l en 
Cl... 

o 
~o 
QJ l.. 
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E íF 

Tiempo (horas) 
A-B FASE LAG¡ B-C FASE DE ACELERACIÓN POSITIVA; C·D FASE LQGA
R(H11CA O DE CRECIMIENTO EXPONENCIAL; D-E FASE DE ACELERACION -
NEGATIVA1 E-F FASE MÁXIMA ESTACIONARIA; F-G FASE DE MUERTE ACE7 
LERADA; G-H FASE DE MUERTE. 
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En la fase inicia), el cultivo se establece y mul 

tiplica, esta FASE LENTA, puede ser corta o larga dependiendo 

del ~1icroorganismo, del medio y de las condiciones empleadas. 

En el laboratorio, esta fase es de poca importancia 

por lo general ya que el mantenerla estéril no presenta pro

blemas, sin embargo en la planta industrial, es deseable di~ 

minuir la fase lenta o eliminarla puesto que la prevención de

la contaminación en el cultivo es un problema constante. Es 

usual, por lo tanto, usar la misma composición de siembra en 

la fermentación de producción y el emplear una gran cantidad 

de inóculo para la activación del crecimiento en el cultivo. 

Estos procedimientos pueden eliminar completamente la fase 

lenta en una planta. 

La segunda fase es la de MULTIPLICACIÓN ACELERADA, 

usualmente designada como la FASE DE CRECIMIENTO'·LOGAR(TMICO 

O EXPONENCIAL. Puede asumirse que durante esta fase los micro 

organismos son completamente viables y de igual vigor; sin 

embargo, antes de que la máxima densidad de población sea al. 

carizada, los mecanismos de restricción ~ueden entrar en juego 

tales como el consumo de nutrientes esenciales o la presen -

cia de productos de inhibición/ El límite de crecimiento es 

determinado por el volúmen y composición del medio, pero si 

un medio de cultivo fresco es contfnuam,nte adicionado, es 

posible prolongar el crecimiento casi indefinidamente en la 

fase de crecimiento logarítmico. Esta es la base de los pro-
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cesas de fer~entación contfnuos. 

Ordinariamente en los cultivos la fase logarít~ica 

es seguida por una FASE ESTACIONARIA durante la cual lapo

blación celular permanece casi constante, algúnas células con 

tinúan reproduciendose~ otras per~anecen estáticas aunque vi~ 

bles y algunas pueden ~orir. Hay que considerar la var~ión -

del vigor de cada célula y probablemente el tipo y grado de 

su metabilismo. 

El estado final es la declinación poblacional con 

la muerte de muchas cálulas y lisis usual. 

Los factores de creci~iento microbiano y de pro -

ducción y estabilidad de enzimas, plantean problemas de op

timizar el tiempo de recolección en el laboratorio y en la 

planta. 

Dependiendo del microorganismo y de la enzi~a dese 

ada, en las fermentaciones en el laboratorio son co~unes de 

2 a 5 dias, mientras que fermentaciones en plantas pueden r~ 

querir solamente de 12 horas a 6 días. En el laboratorio de

bido a los pequeños volúmenes que se usan cuando la máxima 

producción es alcanzada, los cultivos pueden ser rápidamente 

recolectados por ~étodos simples que involucran pocas horas 

En la planta, algunas horas pueden ser involucradas para las 

operaciones análogas de filtración, concentración, precipi-
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tación, recolección y secado de las enz"1mas. (21 29 41 , , , -
43, 75, 78, 81). 

OBJETIVO 

El alumno obtendr~ una enzima microbiana aplicable 

a la Industria Alimentaria, por medio de la inducción de un 

microorganismo seleccionado. 

FUNDAMENTO 

La producción de enzimas para empleo industrial y 

como al ime~to, se ha desarrollado en forma independiente en 

diversas industrias. Las enzimas de fuentes microbianas como 

bacterias, hongos y levaduras, se producen en las industrias 

de fermentación. 

En todas las fermentaciones, las enzimas son los ca 

talizadores activos que dirigen la cadena de reacción quí

mica compleja. Las fermentaciones se controlan escogiendo los 

microorganismos y el medio adecuado, de manera que se produz

ca en abundancia una enzima o un grupo de ellas. 



147 

PROCEDIMIENTO 

1, Selección-del ~icroorganis~o adecuado: Los mi

croorganis~os empleados son: hongos del género A. niger; bac

terias como B. subtilis y levaduras del género S. cereviceae. 

2. Medio de conservación: es un ~edio nutritivo 

general para la conservación de cepas de las tres especies -

de ~icroorganismos a inducir. Se deberán sembrar al ~enos 3 

tubos con medio sólido y se sellarán dos de ellos una vez que 

se desarrollen los microorganismos CEPA. El sello podr~ .ser 

de parafina ó de algún otro material ó ~étodo conocido . 

A continuación se mencionan tres medios generales: 

-MEDID SABOURAD. (711 

peptona de carne 

glucosa 

Agar simple 

Agua 

- MEDIO GELOSA NUTRITIVA 

Extracto de carne 

Peptona 

A!:Jar 

Agua 

1.0% 

5.0% 

l. 5% 

92.5% 

(71) 

0.3g 

0.5g 

1. 5 - 1 .8g 

100.0 ml, 
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MEDIO DE GELATINA NUTRITIVA (71) 

Está constituido por las ~ismas substancias que el 

~edio de gelosa nutritiva, variando el agar por 15 g. de ge

latina. 

Los tubos que contengan el ~ed:o se ponen a esteri

lizar y se siembra~ posterior~ente. 

3. Medio de crecimiento general: (PIE DE CUBA)(711 

Este ~edio debe tener nutrientes esenciales para el 

crecimiento del ~icroorganismo co~o son: agua, fuentes de car 

bono y energía, fuentes de nitrógeno y ~inerales, así co~o -

oxígeno e hidrógeno. Los organismos heterótrofos to~an sus nu 

trientes de la siguiente for~a: 

- FUENTE DE CARBONO: carbohidratos co~o glucosa y s~ 

carosa. Estos le proporcionan energía necesaria para sus fun

ciones metabólicas. 

- FUENTE. DE NITRÓGENO: proteínas, a~inoác'dos, peR 

tonas, urea o sales inorgánicas como las sales de ~onio. 

- FUENTt DE MINERALES: el requerimiento varfa con el 

tipo de ~icroorganis~o. Algunas sales son i~portantes ya que 

intervienen en la for~ación de coenzimas, enzi~as y en las -

reacciones ~etabólicas. 

- FUENTE DE OXÍGENO: la introducción de oxígeno al -

~edio por aereación es importante para el crecimiento ~icro-

biano. 
Para la fase de creci~iento general se e~plea aproxl 
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mada~ente una se~ana, despu~s de la que se pasar~ al ~edio de 

inducci&n. 

4. Fase de lnducci&n2 En Asta fase, el ~icroorga-

nismo se har~ crecer en un medio adecuado para la producci&n-

de 1~ enzima deseada (la cual se ieleccion& previamente en-

el PIE DE CUBA)e Existen medios para producci&n de enzimas· 

con ~icroorganismos, que han sido probados indu?trialmente (63). 

La cantidad de sustrato adecuado para la producci&n de la enzi 
1 •, -

ma escogida, se ir~ aumentando paulatinamente, de ~anera que 

se Induzca al ~icroorganismo a su elaboraci&n. Se pueden rea

lizar varias inducciones, sugiri~ndose para cada una de ellas 

pruebas de actividad enzim~tica. 

Una vez que el ~icroorganismo ha producido la enzi

ma con la actividad enzim~tica deseada, ae d~ por ter~inada -

la fase de inducción y se proceder~ a la extracci&n del ~edio 

que contiene la enzima exento del ~icroorganismo por los ~é -

todos adecuados. Se procederá a separar la enzima y mantenerla 

en cond1ciunes de estabilidad para su futura aplicact&n a la

producción de ·altmentos. 
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~ 

METODOS DE ANÁLISIS 

A. DISCUSI6N DE LOS METODOS 

Los ~icroorganis~os necesitan de la presencia de nu 

trientes adecuadds para su creci~iento, desarrollo y sfntesis 

de factores esenciales para su actividad vital. Por tal ~oti

vo, se requiere de un medio básico for~ado por ~aterias c~o 

agua, fuentes de carbono y energfa, nitrógeno, ele~entos mfn~ 

rales, asf como de los ~edios para proveer hidr6genó y oxfge-

no. 

Como fuente de energfa se consideran sustratos org! 

nicos (AZUC~RES) ya que al ro~perse los carbohidratos a co2 y 

H20, se libera una cantidad relativa~ente alta de energfa. 

Los microorganismos sintetizan su material celular 

a partir de la presencia de carbono que se produce en la de G 

gradación de las sustancias que proporcionan energfa, 

Como fuentes de nitrógeno se pueden e~plearz prote~ 

fnas, aminoácidos, peptonas, urea o sales inorgánicas de a~o 

ni o. 

Por su parte, el agua sirve a la célula para distr! 

buir los ~ateriales en la ~isma. 
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Para llevar a cabo las funciones estructurales y fi 

siológicas, el microorganismo requiere en •nenor cantidad, la 

presencia de sustancias corno fósforo, azúfre, potasio, calcio 

magnesio,_sodio, cloro, además de elementos importantes para 

el metabolismo ya que son constituyentes de enzimas o coenzi 

mas, Entre Astos se tienen sustancias como manganeso, cobre, 

zinc, molibdeno, cobalto y boro. 

B. DESARROLLO DE LOS METODOS 

DISEfi!O DE MEDIO ( 71 ) • 

A. Fuente de energía: 

Durante la oxidación de carbohidratos a co2 en la 

gl icólisis y el ciclo de Krebs, se producen ADP y ATP. De és

ta manera, los azúcares fermentables: glucosa y fructosa pr~ 

ducen 38 ATP por m0l de azúcar (180g). Por otra parte se sa

be que cada ATP producido proporciona la ~nergía suficiente 

para producir 6 g. de células: 

+ 6 o2 6COz + 38 ATP 

ATP ------------ 6 g. de células 

X ATP ........................ .,. ___ g • de células 

IX = o. 166 ATP/g de célula~ 

180 g hexosa -------- 38 ATP 

X g hexosa -------- O. 166 ATP 

~ = 0.786 g hexosa/g. de célulaij 
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El 50% de los requerimientos del microorganismo es 

t&n representados por la fuente de carbono. 

1 g. de células ""'""" to:IC::"'I ~ ..-. '""(i'~t,¡)O>fJ 0.5 g. de carbono 

180 g. dé!~ hexns .::,1 __ , ~~ ~-· .,, .., "'" ., 72. o g. de carbono 

V q() de ¡¡exu~;d 0&5 ~' de carbono f._ 

Para producir 1. o g. de células se necesitan: 

"' FUENTE DE ENERGIA: 0.786 g. de hexosa 

FUENTE DE CARBONO& 1.250 g. de he><Osa 

FUENTE TOTAL 2. 03-6 g. de hexoS'al 

C. Fuente de Nitrógeno. 

El nitrógeno se adicionará como fosfato de amonio -

dibásico: 

1 g. de células ---------- 0.1 g. de Nitrógeno 

132.15 g (NH4)ZHP04 ------ 26.0 g. de nitrógeno 

X g O. 1 g de 

D. Fuente de Fósforo. 

El fósforo no es necesario agregarlo ya que va in

cluido en otras fuentes en forma de Ión fosfato y excede al 

2% del fósforo requerido. 
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E. Fuente de Calcio, 

El Calcio se añadirá co~o cloruro de calcio. 

1.0 g de células --------0.009 g de calcio 

110.9 g. de CaCl ~-- -- ... - L.o.o g de calcio 
2 

X g. de ------- 0.009 

X - o.o249 g Ca c1 2/g de células. 

F. Fuente de Potasio. 

La fuente de potasio representa el 0.5% de los re

querimiento~ de la cepa y se adiciona en forma de sulfato de 

potasio. 

174.27 g. de K2so4 ------ 78.0 g. de potasio 

X g. de ------ 0.005 g 

rx====o .o! J g ae K"ZSQLJfL. de cé J u 1 as¡] 

G. Fuente de AzOfreL 

El porclento rle ~zGfre es superado medjante la adi-

Se requiere un 0.17% de magnesio y se agrega en for 

ma de sulfato de magnesio heptahidratado. 

2L~6 • 3 g l"lgSD4. 71-120 ... ---- ... 24.3 g • de magnesio 

X o. 00 l7 
. .. 

g 
___ ,..,..,_ 

g. 

¡x = U.017 
'-----·-· 

g MgS04-:/H2 ~/ g • de cél~.~~~ 
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1. Fuente de ManEaneso. 

Se requieren 0.003% y se añaden como sulfato de man 

ganeso hidratado. 

168.94 g. Mnso
4

.H 20 

X g 

54.94 g. de Mn. 

X - 0.0000922 g MnSO~.H2 0/g. c¡lulas 1 

J; Fuente de Zinc. 

Se requieren 0.017% y se agrega como sulfato de Zinc 

heptahidratado. 

287.54 g ZnS04.1H20 

X 

65.37 g Zn 

0.00017 g z. 
1 X- 0.000747 9 Zn SOL}·7 H20/g. de células} 

K. Fuente de Cobre. 

Se requieren 0.002% y se añaden como sulfato de co -

bre pentahidratado, 

249.68 9 CuS04.SH20 ------ 63.54 9 de Cu 

X 0.00002 g de Cu 

1 X ""'0.00007'ff5 g :e CuSCfLJ .• 5H20~ g de selulas. 1 
L. Fuente de sodio. 

Se requiere 0.15% . Se adiciona como cloru'ro de sodio 

58.44 9 NaCl -------- 22.9~ 9 de sodio 

X 0.0015 g de sodio 
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Me Fuente de Hierro. 

La fuente de ~ierro representa el 0,017% de los re 

querimientos y se aAade como sulfato ferroso 3 

55.84 g Fe. 

0,00017 g Fe. 

j X= O. O~ g FeSOL¡.' 7H 20/g de di!lula 1 

, 
PREPARACION DEL MEDIO 

Se pesan cuidadosamente todas y cada una de las sus 

tanelas en una balanza analTtica. Se disGelven las sales en 

las dos terceras partes del volúmen total de agua y los carbo 

hidratos en el volúmen restante. 
, 

ESTERILIZACION 

El medio se esteriliza a 121°C y 1.4 kg/cm2 durante 

lO minutos. Después se enfria a chorro de agua. Una vez frias 

las soluciones se mezclan en una zona estéril, se mide y aj~s 

ta el pH al adecuado al microorganismo, 
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CUESTIONARIO 

l. lCu~les son las sustancias esenciales para el 

crecimiento ~icrobiano? 

2. ¿Cu~les son los factores que deter~inan la •• 

producci5n de una enzi~a microbiana? 

3. Explique clara~ente la función del ~edio g~ 

neral de crecimiento. 

4. Indique cu~les de las enzimas utilizadas en 

la Industria Alimentaria se pueden obtener por vfa microbia-

na. 

5. Mencione al menos 3 eje~plos de enzimas ~icr2 

bianas obtenidas actual~ente a nivel industrial. 

OBSERVACIONES 

1. Una vez que el ~icroorganismo crezca en el ~edm 

general, se §Ugiere realizar pruebas cualitativas de identifl 

~ación de las enzimas producidas para seleccionar aquella que 

se quiera obtener. 

2. Cuando se esté desarrollando la fase de inducción 

se efectuarán pruebas de activadores e inhibidores, actividad~ 

enzim~tica y pruebas de peecipitación. 

B 1 BU OGRAF 1 A. 

15,21,23,27,32,34,35,36,39,41,44,55,63,71,75,78,81, 
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/ 
PRACTICA No. 7. 

, 
APLICACION DE ENZIMAS A LOS ALIMENTOS. 

BASES TEÓRICAS. 

(-~ 

·La aplicación de enzimas a los alimentos abarca ta~ 
\ 

toa las enzimas presente~ de manera natural,como a ~quellas 

que se anaden con propósitos especfficos, 

Las fuentes de obtención de enzimas pueden ser: a-

nimal ( renina, pepsina), vegetal (papaína, bromelina) o mi

crobiana (amilasa bacteriana, proteasa FUngal) y pueden ser 

utilizadas bajo varios aspectos como son: 

l. Enzimas en el almacenamiento y procesamiento de 

los alimentos. 

La cantidad y clase de enzimas cambia contfnuamen -

te durante el desarrollo y maduración. Ellas, son benéficas

durante el aesarrollo y crecimiento, aunque un imbalance en 

sus actividades puede guiar a un estado indeseable de los ali 

mentas. Adn cuando un animal muere, el sistema enzimático con 

tinúa funcionando hasta que se termina el substrato o el pH 

cambia a otro .desfavorable para la acción de las enzimas. 

Durante la maduración de frutas y vegetales, la a~ 

tividad enzimática aumenta: la velocidad de respiración se

incrementa, hay conversión de almidones a azúcares, se degr~ 

da la clorofila y se incrementa el tamaño de las células. T~ 



das éstas actividades se consideran benéficas en las frutas 

mientras que la degradación de la clorofila puede considerar

se como indeseable en algunos vegetales verdes, 

Después del proceso de ~aduración, continúa la ac -

tlvidad de las enzimas hidrolfticas de ~anera que sin condi -

cienes de at~ósfera controlada, las frutas se sobre~aduran y 

se pudren, deteriorándose los tejidos en los vegetales. Los 

factores que afectan la activldad enzimática son de gran!iutl 

Jidad en la ~anipulación y control de las enzi~as después de 

la cosecha. El al~acenamiento a bajas temperaturas disminuye 

la actividad enzim,tica y el tiempo en que el producto se con 

vierte en inaceptable aumenta. El a!~acenamiento a 0°C es in 

conveniente debido a que aumenta la actividad enzimática po~ 

que el substrato est~ en mayor contacto con la enzima. (91). 

En las frutas, el incremento de la respiración se 

debe a la acción de oxigorrmuctasas. Esto se evita dismin~

yendo la temperatura y cambiando la atmósfera a otra con ~e 

nor cantidad de oxígeno por medio de N2 y co2. 

La co~pleta exclusión del oxígeno es indeseable ya 

que requieren ciertos procesos oxidativos para mantener la

integridad de las células. El almacena~iento a bajas concen

traciones de oxígeno puede provocar en papas y algunas fru -

tas, el obscurecimiento y en vegetales y frutas la pérdida 

de sabor. 
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Los-dos mejore~ métodos de control de actividad en

zimática en alimentos son el tratamiento por calor y la con-

gelación, El primero destruye la actividad enzimática; un tr~ 

tamiento adecuado del calor en frutas y vegetales es determl 

nado por medio del- índice de actividad de peroxidasa, el cual 

indica que se han destruido todas las demás enzimas. La cong~ 

!ación, no destruye la actividad enzimática, sólo la disminu 

ye~ mientras está el alimento en el almacén. Cuando los ali

mentos no reciben un proceso de escaldado ante~ de la conge

lación, hay una marcada aceleració~ de la actividad enzimá -

tica inmediatamente después del descongelamiento. 

La actividad enzimática indeseable para un alimento 

puede ser deseable para otro. Por ejemplo, la polifenoloxid~ 

sa en plátanos provoca un obscurecimiento indeseable, mien -

tras que en el café, té y pasas, se necesita para obtener su 

color característico. (91). 

2, Enzimas en la digestión y asimilación de alimen-

El proceso de digestión y asimilación de alimentos 

está controlado por hormonas que ejecutan su acción por medio 

de enzimas involucradas en éstos procesos. Algunas son: las 

amilasas, proteasas y glucosidasas de la boca; las estearasa~ 

lipasas, fosfatasas, nucleasas y enzimas del transoorte acti

vo de arninoáci;dos, ácidos grasos, glicerol, purinas, etc .. PF!: 
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sentes en el tracto gastrointestinal y en su mucosa. Las en

zimas de la biosfntesis de proteínas, ácidos nucléicos, etc. 

presentes en el hígado y otras. 

3. Enzimas en la salud y enfermedades. 

Algunas enfermedades se han asociado a la ausencia 

o anormalidad de enzimas específicas del metabolismo. Estas 

enfermedades son debidas a defectos genéticos y sólo se ore

vienen por reconocimiento médico y control por med:o de die -

tas adecuadas. Un ejemplo es la ausencia de beta galactosi

dasa que se reflej~ en la intolerancia a la lactosa. 

4. Enzimas en procesos analíticos. 

Debido a su especificidas, las enzimas son apropia

da~ para medir compuestos individuales de plantas y animales 

Generalmente no es necesario tener un grado alto de pureza de 

Jos compuestos antes de que sean cuantitativamente determina

dos. Un ejemplo claro es la determinación de glucosa, la cual 

se puede hacer por medios químicos empleando soluciones de -

cobre, ácido 3,5 dinitrosalicílico y otros, teniéndose la de~ 

ventaja de no poder distinguir entre glucosa y otros produc-

tos reductores. La acción de glucosaoxidasa sobre glucosa se 

combina con determinaciones colorimétricas del oeróxido de 

hidrógeno producido por el uso de peroxidasa y sirve para de~ 

terminar los microgramos de glucosa en pocos minutos. 

También se puede determinar la glucosa por medio de 

glucosaoxidasa inmovilizada en una columna de gel de poli 

acrilamida, analizando el decremento de la tensión de oxígeno. 
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debida a la acción de la enzima por medio de electrodos se~ 

sitivos al oxfgeno. La enzima inmovilizada puede ser usada 

repetidas veces, lo que disminuye su costo. (2, 5, 6, 9, 11, 

13, 14, 17, 27, 33, 1.¡.3, 52, 59, 64, 69, 76, 78, 80, 83, 86, 

87, 90, 91,92,). 

OBJETIVO 

El alumno realizará las siguientes aplicaciones 

en alimentos: 

1. Aplicará una enzima comercial propor<ionada 

por el profesor. 

2. Aplicará una enzima inducida, obtenida en el 

1 abaratar i o. 

3. Inhibirá una enzima presente en un alimento 

para evitar reacciones indeseables en el mismo. 

4. Activará una enzima presente en un alimento 

para proporcionarle al mismo, alguna caracterfstica desea

ble. 

5. Medirá el contenido enzimático en algún proc~ 

so para dar un índice de efectividad del mismo. 

Esta práctica se realizará en cinco etapas. 
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FUNDAMENTO 

La práctica se basa en la aplicación de todos Jos 

conocimientos adquiridos por el alumno en las prácticas ante 

riores, para obtener una mejora en un alimento dado, por m~ 

dio de la aplicación, activación, inhibición o medición del 

contenido de enzimas en el mismo, tomando en cuenta todos 

los factores que afectan la actividad de las enzimas y su a

plicación en la_lndustria Alimentaria. 

PROCEDIMIENTO. 

l. Seleccionar el tipo de alimento en el que se a

pl icará la enzima comercial proporcionada por el profesor. -E~ 

t~ selección se hará en base al tipo de enzima del que se tra 

te (proteasa, 1 ipasa, carbohidrasa, etc). 

2. Elaborar el alimento seleccionado. 

3. Siguiendo el método adecuado, adicionar la enzi 

ma (de 100 a 500mg), a parte del alimento, dejándo como tes!i 

go otra parte del alimento al que no se le adicionará la enzi 

ma. 

4. Observar y comparar los resultados en el alimeR 

to con y sin enzima. 

5. Repetir la operación con la enzima obtenida en 

el laboratorio por inducción microbiana. 
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- Inhibición de enzimas presentes en al1mentos 

l. Seleccionar el tipo de alimento al que se le in 

hibirá alguna enzima para proporcionarle una característica 

deseable. 

2, Elaborar el producto y añadir el inhibidor se 

leccionado a la mitad del mismo, dejando como testigo la o

tra mitad, (Tomar en cuenta que el inhibidor seleccionado de 

berá estar permitido para los alimentos y no podrá ser tóxi

co, así como seleccionar correctamente las condiciones del 

experimento). 

3. Después de elaborado el producto, comparar los 

resultados obtenidos en el alimento que posee el inhibidor y 

el que no lo posee. 

-Activación de enzimas presentes en alimentos. 

La prueba de activación de enzimas presentes en los 

alimentos se hará de manera similar a la de inhibición. 

Se sugiere, de ser posible, elaborar pruebas de 

actividad enzimática para verificar el grado de activación o 

de inhibición alcantado. 

-Medición de enzimas presentes en alimentos como 

fndice de efectividad de un proceso. 

l. Seleccionar el tipo de proceso a verificar y 

medir la actividad enzimática antes y después de sometido el 

alimento al proceso. Explicar los resultados obtenidos. 
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MÉTODOS DE ANÁLISIS 

A. DISCUSIÓN DE LOS MÉTODOS 

l. Aplicaci6n a los alimentos de enzimas comercia~ 

les e inducidas en el laboratorio. 

A. Elaboración del pans La harina contiene protea

sas que reblandecen la masa; pequeñas cantidades de alfa 

amilasa y gran proporción de beta amilasa. En algunas ocasio

nes se adiciona amilasa fungal o de B. subtilis para elaborar 

galletas y biscochos. Tambi§n se utiliza alfa amilasa fungal 

o malta de trigo o cebada para aumentar el volúmen de la hog~ 

za por la conversión del almidón en maltosa que la levadura ~ 

utiliza generando CO. La alfa amilasa bacteriana,.mas resis-
2 

tente al calor, actúa en el horneado provocando un pan blan ~ 

do pero chicloso. La beta amilasa desintegra las dextrinas 

formadas por la alfa amilasa. Las dextrinas contribuyen a • 

las propiedades fTsicas y se sabor del pan. 

El tratamiento enzim~tico en la panfficación pro--

puce fermentaciones r~pidas, completas y vigorosas; reduce el 

tiempo de premezclado y se logra éste mas homogéneo; ia ma· 

sa se vuelve menos resistente, mas extensible, menos pegajo

sa, mas manejable y de mejor sabor y aroma. En los bisco -

chos adem~s, reduce la cantidad de grasa necesaria para su s 

suavidad y baja considerablemente los costos. {43,87). 
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B. Frutas y Vegetales: Se utilizan enzimas pecti

nolíticas que hidroliza_n y despolimerizan la pectina. Entre 

sus ventajas se encuentran; 

Incrementan el rendimiento de jugo 1 ibre y to

tal, extraen el color del hollejo, evitan el sabor a cocido, 

facilitan el manejo del fluTdo para prensarse, extraer el 

jugo y después clarificarse, en producción de purés y jugos 

concentrados. 

- Se emplean para clarificar jugos (crtricos, man

zana, fresas). En el caso de chabacano y durazno, la despec

tinización ayuda a mejorar la separación del jugo de la fibra 

rindiendo jugos claros que pueden concentrarse sin la forma -

ción del gel. Los jugos de fruta también se enturbian por la 

presencia de almidón como en el caso de la manzana, pera, etc 

Se emplea amilasa y poligalacturonasa microbiana para evitar 

este efecto y estandarizarlo en otros casos. 

Para evitar la gelatinización de los granos de 

café,concentrados de limón, jugos de fresa, cereza, etc. 

-Para eliminar por completo la pectina presente y 

estandarizar la adición de la misma, obteniendo una calidad 

constante en la producción de jaleas. 

En el pelado de cítricos para extraer la piel. 

y sus esencias. 

• En tratamientos de turbidéz de jugos cítricos de 

baja concentración, para aumentar la concentración del Brix 

sin gel ificación. 
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El iminaci5n de pectina de verduras para ser de_!i 

hidratadas o suavizadas y en procesa~iento de jugos de ver~ 

ras. (17,43,78,87). 

c. Conffterfaa Se tienen diversos usos entre los 

que destacan& 

" El uso de renina para elaborar dulces de leche. 

a El empleo de invertasa en la elaboraci6n de fon 

dants, cara~elos de interior lfquido y caramelos ~acfzos a3f 

co~o para evitar 1a cristalizaci6n de la ~iel de abeja. 

R En helados, se e~plea la lactasa para~evitar la 

crfsta1izacT&n de la lactosa. 

n En la fabricación de jarabes, chocolates, cocoa 

para recuperar az~car de los desechos de la industria confi 

tera, en 1a fabricación de jaleas~ se e~plean a~ilasas. 

6 En la hidrólisis de la pectina que per~ite re 

cubrir durante la fabricación de dulces q~e posterior~ente se 

11cúan por la presencia de pectinasa fungal. 

• El uso de enzimas para hidro1izar la pectfna dun 

rante la fermentación del cacao. (17,43,87,91). 

o. Industria Cerveceras Se e~plea amilasa bacte

riana, por su estabilidad al calor, en el macerado de los gr!_ 

nos de cebada como premalta 3 La cerveza contiene indicios de 

almidón que la enturbian y se eliminan con amilasas. Tambi~n 
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con el enfriamiento aparece una nebulosidad debida a la inteL 

acci&n de protefnas, carbohfdratos y taninos qLe se elimina 

con la adición de bromellna, papafna, proteasas fungales y ml 

crobianas durante el almacenamiento evitando su precipitación 

al enfrlarse. (5,43~64,87). 

E. Fermentacióng Entre los principales usos de las 

enzimas se encuentrans 

En la fabrlcación de vinos, se incorporan las en 

zimas p~cticas a la fruta triturada, tanques de mosto, cubas 

de fermentaci&n o en los tanques de vino, para proporcionar 

aumento en el rendimiento de jugo y vino, al aumentar la ca 

pacidad de las prensas contfnuas y facilitar la filtración, 

Produce un jugo y vTno limp1os y clarificados con una esti

bilidad mAxima, disminuyendo el tiempo de proceso. Ayuda en 

la extracción del color y sabor del hillejo, retienen el sabor 

fresoo y el bouquet y aceleran la sedimentación de borras, Con 

trolan la fermentación. 

- En la producción de azGcares fermentables para 

obtrner alcohol, ácido láctico y ac~tico se emplean enzimas 

de Acetobacter aceti. (17,43,87). 

F. Productos l~cteoss 

q En la elaboración de quesos y casefna se emplean 

renfna que produce un co~gulo elástico del que se exprime f! 

cJlmente el suero. Se puede usar renina con pepsina, ficina, 

estearasa pregástrfca, etc. 
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- En la elaboración del queso, las enzimas producen 

características especiales según el tipo de queso del que se 

trate como por ejemplo: roquefort, cabrales, camambert, gruy~ 

re, y otros. (2, 43, 64, 73, 76, 78). 

-En la elaboración de hidrolizados de lactosa, se 

emplea la lactasa. Estos se utilizan para personas con defi

ciencia de lactasa en el intestino delgado. En la fabricación 

de helados, se evita la sensación arenosa por la cristaliza-; 

ciónde la lactosa adicionando lactasa. 

-En la elaboración de postres tipo natilla se em-

plea renina, 

-La catalasa se emplea para eliminar el agua oxig~ 

nada si se utiliza Asta en la esterilización de la Teche. 

G. Productos cárnicos: (43,87,91}. 

-La pancreatina se emplea para hidrolizados de pr2 

teinas. 

- La papaina, para ablandamiento de carnes. 

-La bromelina, en el ablandamiento de envolturas de 

salchichas y de carne, al igual que oroteasas microbianas. 

H. Productos medicinales: 

La papaina se e~plea como auxiliar digestivo, 1 @! 4=·': 
¡:g 11 

cina como antihelmíntico, la glucosa oxidasa como índice de 

diabetes en la orina, la pancteat:na como importante sustan-

cia en la preparación de insulina, la pepsina y hemicelulosa 

como digestivos. (91}. 
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l. Otros usosg la pepsina se usa para preparar- -

peptonas y para recuperar la plata de películas fotográficas 

usadas. La pancreatina se emplea en curtirudia de pieles ju~ 

toa la lipasa y papaína. La pancreatina también se usa para 

producir peptonas para bacteriología. 

- En el hilado de fibras, se agrega apresto al almi 

d6n gelatinizado para que el hilo sea mas 1 iso y fuerte oara 

el subsiguiente tejido. Antes de teA~rlo o antes de merceri

zarlo, se elimina el apresto por adición de baAo de ami lasas 

y se eliminan éstas por lavado. 

-La goma de seda se elimina con papaína o mezclas 

de enzimas para ~ue la fibroína de la seda no se ataque oor 

proteasas. 

-En la industria papelera, se emplean amilasas p~ 

ra modificar el revestimiento de papeles. 

-La amimasa también se usa para reducir la visco

cidad de macerados de cereales antes del escaldado. 

-La glucosaoxidasa y catalasa se usan para eliminar 

el oxígeno o la glucosa• de la clara de huevo en la producción 

de mayonesa y de albúmina de huevo. 

-La catalasa para eliminar la producción de esouma 

en la industria hulera y unida a la glucosaoxidasa en alimen

tos. 

-La lipoxidasa en el blanqueo por destrucción oxidan 

te de Jos carotenoides. (43, 64, 76, 91). 
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2. Inhibición de enzimas presentes en los ali -

mentas. 

Se realiza por medio de substancias químicas,como 

el caso .de los antioxidantes adic'onados para prevenir el ob~ 

curecimiento provocado por la presencia de polifenoloxidasa, 

y por regulación de la temperatura,como en el caso del escal

dado de frutas y vegetales, para destruir enzimas que provo

can obscurecimiento y sabores desagradables. La eliminación 

de enzimas que provocan un precipitado de sales cálcicas en 

jugos de naranja por medio del escaldado es otro ejemplo. En 

el almacenamiento de alimentos, se emplean bajas temperaturas 

para mantenerlos frescos durante un tiempo mayor que si no se 

controlara la misma. También se pueden emplear atmósferas de 

gas carbónico y nitrógeno en los almacenes de alimentos.(17,43,91) 

3. Activación de enzimas presentes en los alimentos 

Un ejemplo es la activación de amilasa en la produ~ 

ción de papas dulces debido a que ayuda en el proceso de cur~ 

do proporcionando al producto la textura deseada. En la pro 

ducción de jugos de manzana y uva, la activación de enzimas 

pécticas provoca una clarificación expontánea. En el proceso 

de malteado, es conveniente la activación de amilasa. Poe ob 

tra parte, en el momento de cortar la cebolla, se activa--
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cr~· 
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(ACTIVACION FISICA), la al inasa presente en la ~is~a, contri

buyendo a au~entar el sabor del ~is~o. (17,42,91) 

4. Medición del contenido enzi~ático co~o índ;ce -

de un proceso. ( 2 ,!~ 3 • 7a, 91 ,92 ) 

En éste caso se p.ueden ~encionar, entre otros, la

deter~inación de peroxidasa en frutas y vegetales para enco~ 

trar la te~peratura ópti~a de escaldado y co~o índice de un 

buen proceso. La deter~inación de fosfatasa alcalina de la le 

che co~o índice de pasteurización y la deter~inación de inver 

tasa y a~ilasa co~o índice de ~adurez de frutas. 

B. DESARROLLO DE LOS MÉTODOS 

l. Aplicación a los ali~entos de enzi~as co~erciales 

e inducidas en el laboratorio. 

Pectinasas (17) 

React iv.os: 

Técnica: 

Naranjas. 

Solución de pectinasa al 1% 

Benzoato de sodio. 

Cortar en pedazos 2-3 kg d~ naranjas, extraer ei j~ 

go y desecharlo. Cortar la piel en piezas de 3 a 5 ~~ y colo

carla en 2 litros de agua hirviendo. Agitar constante~ente y 
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mantener a 90°C durante 10 minutos. Enfriar hasta 45°C. Adi

cionar 6 mi. de solución al 1% de pectinasa a la mezcla de

incubación a 45°C agitando constantemente. Después de 2 ho

ras de incubación, filtrar la mezcla. El jugo obtenido sepa~ 

teuriza inmediatamente (3 min. a 85°C) para inactivar las en 

zimas. Concentrar el jugo en un baño a 50°C hasta obtener una 

pasta de 50°Brix aproximadamente. Se puede adic!onar 1% de M 

benzoato de sodio para evitar el crecimiento microbiano. 

Resultadosg 

El extracto obtenido sirve como agente enturbiante 

y estabilizante de refrescos. Es muy estable y no causa pro~ 

blemas en el producto, 

- lnvertasa 

Reactivos: 

Solución de invertasa al 1% 

- Solución de sacarosa al lO% 

Técnica: 

Verificar la cantidad de sacarosa presente en 100 

mi. de soluc:ón de sacarosa al 10% oor alguno de los métodos 

conocidos. Agregar 5 y lO mi. de solución de enzima a sendos 

matraces que contengan lOO ml. de sacarosa (10%). Incubar a 
o 

65-70 C durante 20 minutos. lnactivar la enzima por ebtllición 

Repetir la operación con un testigo sin enzima y determinar la 

cantidad de azúcar invertida en el jarabe. 
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Resultados: 

Reportar los datos obtenidos oara la inversión con 

5, 10 ~1. y el testigo. Real izar pruebas organoléoticas de 

los dos jarabes obtenidos y explicar los resultados. 

~ A~ilasa: 

Reactivos: 

~Solución de alfa a~ilasa fungal al 1%. 

- Jugo de ~anzana o pera (verde) extraído en el la-

boratorio. 

Técnica: 

Real izar pruebas cualitativas de la presencia de a~ 

~idón en el jugo de manzana o pera. A lOO ~1. del jugo, adi ~ 

cionarle lO ml, de la solución de enzima y mantener a 50°C y 

pH 4, lnactivar la enzima calentándo a 87°C durante 5-7 mi

nutos. Dejar enfriar y determinar cualitativamente la presen

cia de al~idón residual o la ausencia total del ~lsmo. Repe

tir la operación con un testigo sin enzima. 

Resultados: 

Se observará la eliminación de turbidéz en el jugo 

debida a la hidrólisis del almidón. Explicar los resultados 

con bases bioquímicas. 
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• Proteasaz ( 870, 87E) 

Reactivos& 

- Soluci&n de proteasa bacteria~a al 1% pH 7 

- Soluci&n de cerveza sin clarificar 

Técnica: 

A lOO ~1. de la cerveza stn clarificar, llevarlos 
o 

a 50 C y adicionar JQ ~1. deJa S01Lci6n de e1zi~a dejando 

incubar a dicha temperat ra d· rante 30 ~inutos aproxi~ada -

~ente o el tie~po necesario para que se fo~e n precipitado 

de 1 os s& 1 idos e.1 suspens i &n p re sen tes en 1 a cerveza si 1 e 1 a 

rifTcar. Separar el precipitado for~ado por ~edio de filtra-

ci&n o decantaci&n. Llevar la solución clarificada a refri --

geraci&n para verificar que no se for~a el precipitado. ·Hacer 

la prueba con un testigo sin enzi~a. 

Resultados! 

Co~parar los resL ltados obtenidos con ;na cerveza

co~ercial. Reportar los valores organolépticos encontrados en 

la ~uestra co~ercial y la re~lizada en el laboratorio. 

2. Inhibición de enzi~as presentes en los al !~entos 

- Peroxidasa~ (74} 

ReactYvos2 

- Solución de guayaco! (acuosa) al 2% o al 10% en -

acetona. 
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- $olución de agLa ox;genada al 10% 

Técnica: 

Extraer 200 ~1. de jLgo de ~anzana. A 5 tubos de e~ 

sayo con ~ ~1. de jugo de ~anzana cada uno ~antenerlos a te~

peraturas de 70,75,80,85 y 90°C durante 5 ~inutos, después de 

los cuales se añadir~n 2 ~1. de la solución de guayaco] y 5- -

gotas de agua oxigenada, Los tubos fueron enfriados previa~e~ 

te. Agitar y observar la presencia de coloración parda en -

algunos de ellos. 

Resultados8 

La presencia de coloración obscura indica una pru~ 

ba positiva de per.oxidasa. Reportar a que temperatura la pru!:_ 

ba es negativa, lo cual indicará la te~peratura de escaldado 

durante 5 ~inutos. Esta prueba sirve corno fndice de escaldado 

y para deter~inar el tie~po y la te~peratíira ópti~os para éste 

proceso. 

Reactivosl 

3. Activación de enzi~as presentes en los al i~e,l-

~· 
- Lipasa y lipoxigenasa 

- Granos de trigo 

Algodón 

- Agua 

-Fra~cos de boca ancha 

- Charolas de aiL~inio. 
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Técnfca: 

Colocar los granos de trigo e1 las charolas hu~ede 
o 

ci~ndolos periódica~ente y ~anteniendolos a 30 e aproxi~a b 

da~ente por un periodo de tie~po de 4 a 7 dfas, para activar 

la lipasa lipoxtgenasa y a~ilasa presentes en ellos. Una vez 

transcurrido el tie~po de ~alteado, colocar las charolas en 
o 

la estufa a 40-50 C durante 1 hora o el tie~po necesario pa-

ra que se sequen cuidando de que no se que~en. Moler los granos 

para obtener Lna harina. Repetir la ~oliendo con granos que

no hayan sido previa~ente ger~inados los cuales se to~arán -

co~o testigo. Debida a la acción de la lipasa sobre los d

lípidos, la lipoxigenasa sobre el glúten y la a~ilasa sobre 

los al~idones, se podrá obtener un pan con características de 

extensibilidad y retensión de co2 apropiadas, debido al entre

cruza~iento de las fibras de gTúten. Elaborar un pan con las-

dos harinas e~pleando la ~is~a for~ula y las ~is~as condicio

nes para a~bos 

Resultados: 

Co~parar la calidad de los panes obtenidos con harl 

na ~e trigo pre~alteada y sin ~altear. Co~entar los resulta -

dos. 
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L¡, Medición del contenido enzi~ático co~o índice -

de un proceso. 

- Fosfatasa alcalina de la leche (2,74) 

Reactivos~ 

- Solución de sosa O. IN 

- Solución alcohólica de fenolftaleína al 1% 

- Solución a~ortiguadora de Na
2

co
3

-NaHco3 (pH9.65)8 

Disolver 3.5 g de Na2co3 anh. y 1.5 de NaHC03 ~nagua destil~ 

da y llevar a 1 litro en ~atráz volu~étrico. Ajustar pH. 

q Solución de substrato a~ortiguadog Disolver 0.5g 

de fenilfosfato disódico en agua, adicionar 25 ~1. de solución 

amortiguadora y di luir hasta 500 ~1. en ~atráz volu~étrico. 

q Reactivo CQC: Disolver 30 ~g. de 2.6 dicloroquino

na cloroimida en 10 ml de etanol absoluto, guardar en frazco -

a~bar y en refrigeración; sólo debe abrirse cuando se encuentre 

a temperatura ambiente para evitar condensación de la humedad. 

- Solución catalizadora: disolver 50 ~9 de sulfato -

de cobre en 25 ~1. de agua destilada, Colocarla en un frazco 

gotero. 

-Solución de alcohol N butílico neutralizado con 

NaOH o. IN. Co~probar su neutralidad agitando 5 ~1. de alcopol 

con 5 ~1. de agua y de_terminar el pH en la fase acuosa, 

~Soluciones testigo estables de fenol. 



Técnicas 

Leche bronca sin pasteurizar 

- Leche pasteurizada, 

Rotular 2 tubos de ensayo co~o leche bronca y 2 tu 

bos co~o leche pasteurizada. Colocar en cada tubo 5 ~1. de so 

lu~ión de substrato a~ortlguado y 0.5 ~1. de la ~uestra de le 

che correspondiente. Tapar los tubos con tapón de hule libre 

de fenol y ~ezclar sus contenidos por inversión (se corre un 

blanco sin adicionar leche). Incubar en baño a 40°C durante 

20 ~inutos. Pasado este tie~po, adicionar a cada tubo lO go

tas de reactivo CQC y 4 gotas de la solución catalizadorá, -

Tapar, ~ezclar por inversión e incubar por 10 ~inutos o ~as 

a 1~ misma temperatura. Enfriar los tubos con agua corriente 

hasta te~perat~a a~biente y adicionar a cada tubo 3 ~1. de 

butanol neutral izado; mezclar bien y dejar separar las fases 

Co~parar el color desarrollado en la fase butanólica (supe 

rior) con la curva patrón para calcular el contenido de fos

fatasa en cada ~uestra. 

Correr una curva patrón con solucfones de fenal 

a diferentes concentraciones repit:endo los ~ismos pasos que 

para el· proble~a. 

Resultados& 

La aparición de color si~ilar a alguna concentración 

de la curva patrón indica una prueba positiva de fosfatasa al

calina. Comentar los resultados obtenidos para leche bronca y 

para leche pasteurizada, 
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CUESTIONARLO 

1. ~Qué factores hay que tornar en cuenta para de

cidir si es necesario el uso de una enzima en un al irnento de 

terminado? 

2. En la producción de jugo y puré de tomate.¿ Re~ 

lizaría una activación o una inhibición de las enzimas pécti_ 

cas? ¿ Por qué? 

3. ¿Qué tipo de enzima usaría como índice de la ve 

j ez en un pescado? 

4. ¿Qué uso potenciál tiene la celulasa en la In -

dustria Alimentaria? 

5. ¿Podría usarse la papafna como índice de maduréz 

en la planta de papaya?¿ Por qué? 

6. ¿Podría usarse la dete1r.rninación de invertasa 

como índice de rnaduréz en la caña de azúcar? 

OBSERVACIONES 

Se deben tornar en cuenta todos los faciores que afe~ 

tan a las enzimas y a la calidad del alimento {presencia de

activadores e inhibidores, temperatura, pH de actividad y es

tabilización, así corno el tiempo que desea conservar el ali

mento y el tipo de envase y alrnac~n requerido). También sed~ 

ben emplear sustancias permitidas para la Industria Al irnenta-

r ia. 

B 1 Bll OGRAF lA 

17,29,33,43,59,72,73,74,76,79,80,83,86,87. 
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, 
V. D 1 SCUS 1 ON 

El diseño y desarrollo de prácticas para implemen

tarse en el programa de Enzimología, trata de cubrir aspe~ 

tos generales de los temas que se consideran de importancia 

en el estudio de cualquier enzima utilizada en la Industria 

Alimentaria desde el punto de vista didáctico y tecnológico. 

Para su planeación, se han tomado en cuenta entre otros fac

tores, las teorías y técnicas de enseñanza-aprendizaje; los 

recursos disponibles en el laboratorio, el tiempo; el cont~ 

nido de la materia que comprende el estudio analitico de las 

enzimas, su obtención microbiana y el diseño de sus posibles 

aplicaciones en la Endustria. 

En el aspecto académico se han considerado los PLO 

gramas de las materias rque deberían ser pre- requisitos p~ 

rala ejecución de las prácticas (principalmente.Microbiolo

gía, Bioquímica y Fisicoquímica), evitándose la repetición -

de temas y tomando éstas materias como el nivel inicial para 

el curso de Enzimología. 

En vista de que una buena 
. . programacton es un fac-

tor dinámico que debe periódicamente revisarse, evaluarse y

actualizarse en el aspecto científico, se consideró importa~ 

te la revisión de Jos cambios realizados al programa en cur-

sos anteriores, manteniéndose en el presente los aspectos P2 
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sitivos y tratando de superar las dificultades surgidas. El 

presente diseño se ha hecho siguiendo los mismos lineamien

tos de cursos anteriores, 

El grado de complejidad de los temas seleccionados 

es progresivo. Las prácticas, se distribuyen en tres ciclos: 

wno de identificación y análisis químico, otro de obtención 

microbiana y el último de aplicaciones a la industria, de m! 

nera que se interese al alumno en el ~studio de la materia. 

Se considera que de ésta forma se cubren aspectos útiles al 

profesionista que emplee las enzimas en cualquiera de éstos 

tres campos. Los conocimientos adquiridos en el primer ci

clo y aplicados en el segundo, se reafirman en el tercero 

donde el alumno agrupa todas sus experiencias. 

Los temas seleccionados tienen relación con las i~ 

dustrias que se dediquen a obtener, conservar y estabilizar 

enzimas, y con las que procesen alimentos en los que sea im 

portante considerar factores de activación, inhibición y adi 

ción de enzimas, 

Para el mejor trabajo de los alumnos en el labor! 

torio, se sugiere proporcionarles un folleto de prácticas que 

conste de la presentación de las mismas; distribución del tiem 

po durante el semestre; metodología de trabajo semana a sema

na; cuadros de información general (microorganismos, enzimas 
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sustratos y aplicaciones), los cuales están hechos sin la in 

formación completa para que el alumno se inter:ese por la ma-

teria y por la búsqueda del materia 1 de ayuda para la ejecu-

ción de l.as prácticas, además de que aprenda a manejar la in 

formación de manera conciza y le ayude a estudiar, Por últi

mo, las prácticas de laboratorio con sus bases teóricas, ob

jetivos» fundamentos, discusión de t~cnicas y m~todos proba

bles a utilizar, referencias bibliográficas y cuestionarios

que servirán para evaluar el trabajo real izado por el alumno 

completarían el fol Jeto sugerido. 

Se considera importante que el alumno conozca de an 

temano los objetivos, el trabajo a real izar y el contenido de 

la materia para organizarse de ácuerdo al programa estableci

do. 

El m~todo sugerido es trabajar en equipo con discu 

siones periódicas en las que se resuelvan dudas y se organice 

el trabajo posterior para que el alumno aplique su criterio -

en el desarrollo de las prácticas con la asesoría y apoyo de

su profesor; de ~ste modo, se conocen en realidad los probl~

mas que se le plantean al estudiante en el desarrollo del ---

programa y se puede brindar una asesorra eficiente tanto de-

conocimientos como de distribución del tiempo para efectuar

las prácticas. 
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Sería de utilidad la elaboración de tablas de resul 

tados de todos los equipos para hacer comparaciones en cada

sesión de clases. 

Se sugieren métodos de evaluación de los alumnos -

por medio de discusiones, observación del trabajo en el lab~ 

ratorio, reportes, exámen escrito y oral, así como la evalua

ción del programa por medio de pruebas con grupos piloto ana

lizando todos los factores que afectan el buen funcionamiento 

del mismo. 

Por último se sugiere realizar visitas a industrias 

proyectar películas y otras actividades similares de temas re 

lacionados con la Enzimología. 



e O N e L U S O N E S 
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VI: CONCLUSIONES 

Algunas de las desventajas que se observan en éste

trabajo y que pueden ser ~ejoradas se dan a continuación& 

El estudio de las enzi~as, se enfoca de una ~anera 

cualitativa debido al poco tie~po del que se dispone en el s~ 

~estre, a·la escacés de equipo de laboratorio y a que el alu~ 

no tiene su tie~po saturado por el trabajo de otras ~aterias. 

Un progra~a con de~asladas pruebas cuantitativas i~plicaria 

~ayor dedicación y abandono de otros estudios. 

Otra desventaja es que no ~e ha podido adaptar la 

obtención de enzi~as vegetales y ani~ales al laboratorio por 

las dificultades que se tienen en su extracción ya que las ve 

getales dependen de épocas de cosecha y zonas productoras, y 

las ani~ales, necesitan siste~as se refrigeración para ~ante

ner la actividad enzi~ática en la víscera durante su transpo~ 

te desde el rastro hasta el laboratorio. Esto se trató de su

perar considerando el estudio de enzi~as de orjgen ani~al y 

vegetal, proporcionadas por casas co~erciales. De ésta ~ane ~ 

ra, el alu~no las conoce y aprende a analizarlas aunque no las 

pueda extraer en el laboratorio. 

Algunos te~as co~o los de purificación y estabiliza 



187 

clón de enzimas no se pueden tocar con más orofundidad oor el 

momento ya qwe los materiales necesarios para la elaboración 

de éstas prácticas son caros. aunque se considera, que haci~n 

do investigaciones, se pueden encontrar y aplicar otros méto

dos y materiales de menor costo. 

La identificación de enzimas por su origen es otro -

de los temas de interés que no se toca en éste programa y que. 

puede ser de gran importancia para detectar adulteraciones en 

enzimas comerciales. 

Es importante aumentar los ejemplos de análisis rea

lizados en la industria ya que van a servir para la formación 

del profesionista. 

El número de prácticas seleccionado y el tiemoo 

empleado en cada una de el las, se ha tratado de distribuir de 

manera homogénea y se consideran existentes las cond:c:ones 

favorables par.a su realización en un semestre; aunque muchas 

de ellas no fueron probadas completamente en el laboratorio 

por que ésto implicaba por un lado mucho tie~oo invert'do y 

por otro los resultados no serían los mismos que cuando se 

realizaran con alumnos, se hace notar la gran importmcia de 

poner a prueba en un grupo pi loto, las prácticas sugeridas y 

real izar los ajustes necesarios ~nte~ de implemehtarlas al 

programa para así poder evaluar los resultados reales. 
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Para dise~ar y desarrollar las prácticas, se asis

tió a un Curso de Didáctica General, impartido por la Licen

ciada Pilar Rodrfguez Muñóz de Cote, en el Centro de lnvestT

gaciones y Servicios Educativos (CISE), de la U.N.A.M. y a un 

Curso de Enzimas Importantes en la Tecnologfa de Alimentos, 

impartido por el Dr. John R. Withaker en el Departamento de 

Graduados e Investigación en Alimentos de la Escuela Nacional 

de Cien&ias Biológicas del I.P.N. 

Por otra parte, se solicitó en casas comerciales, -

~uestras e información de enzimas, todo la cuál fué dona9o al 

Laboratorio del Area de Alimentos de la Facultad de Qufmica 

de·la U.N.A,M. para que sirva de material de apoyo en el de

sarrollo de las Prácticas de Enzimologfa Aplicada a los Alime~ 

tos. 

La revisión de programas de materias cientfficas, 

debe contemplar su actualización y la aplicación de nuevos 

métodos y técnlcas para lograr el propósito de la enseñanza 

superiors fosmar individuos con ética profesional y capacidad 

para resolver los problemas de la Industria. 
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