FACULTAD DE QUIMICA

| TESIS
Que para;ob?tener el titulo de:
Quimicd" Farmacéutico Bidlogo |
PRESENTAN

Adela Blanco Paredes
Ana Maria Fernandez Ramirez

éxico, D. F. if’/ng 16N 1980

DEPTO . DE PASANTES ¥
TUANENED PROFESIONALER
Ban, oF GUIsICs

AN_21640



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE QUIMICA

%ener el titulo de:

C'Ufa para
Quimico Farmacéutico Bidlogo
PRESENTAN
Adela Blanco Paredes
Ana Maria Ferndndez Ramirez

México, D. F.

1980

BEPTO., DE PASANTES ¥
DIANENSS PROFESIONALER
ot gy By

v PR P LAY YS



PRES I DENTEs ENRIQUE GARC(A GAL1ANO

v 0 ¢ A L :s EMILIO BARRAGAN HERNANDEZ

SECRETARTI 03 RAUL AGUILAR CABALLERO

1ef SUPLENTE: ANA LAURA FLORES LECHUGA

2do S U P L ENT E: ADOLFO GALNARES CAMPOS

SITiO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA

o0

DEPARTAMENTO DE AL [MENTOS
LABORATOR [0 202
FACULTAD DE QUIMICA

W e

U N A EM

a -
E

NOMBRE COMPLETO Y FIRMA DE 'LAS SUSTENTANTES

iz

ANA MARTA ZERNANDEZ RAM{REZ

NOMBRE COMPLETO Y FIRMA DEL ASESOR DEL TEMA
¢ S

EMIL10 BARRAGAN HERNANDEZ



A nuestros padres,



INSTRUIR PUEDE CUALQUIERA

EDUCAR,

SOLO EL QUE SEA UN EVANGELIO PURO

J. DE LA LUZ Y CABALLERO



=

o

O

i



INDICE

11.

INTRODUCC | ON

GENERAL I DADES

1.

Algunos datos cronoldgicos de s Enzi-

mO]nga. @ e e e o e e e © © @ o 0 o o @

Cambios que ha presentado el Programa

de Practicas de Enzimologia Ap'icada &

los Alimentos. ,

e o e o 6 o© o © o0 ©

Colocacidn de la Materia en e' Plan de

Estudios, ¢ = = -

e o o © o0 e © o o

Aspectos didacticos considerados en el

Disefio y Desarrollo de las Practicas de

Enzimologia Aplicada & los Alimentoss o

1.
2.
3.
4,

Planeacidn. ,

e e o 2 © © e© e o

Organizaczon'ﬂ o L4 -] L4 ] o ° L4 ] o ]

Ejecucidn, ,

e ¢ e @ © © © o © O

EVa]UaCiOn,, e ®© ® © © ©® © e o0 © e &

°

Informacidn general.,, , . o o o o o o o o

A,

Sustratos importentes sobre ‘os que

actfian algunas enzimas empleadss en

la Industriea Alimentaris.c o o o o o

Aspectos principales de elgunas enzi

mas usadas en

la

Industria Alimenta-

10

.12

16

20

24

25
25
30
31
32.

32

36



(N

1o

€., Principales microorganismos usédos~en

la obtencidn de enzimas aplicables a

Ta Industria Alimentaria, o o o o o o o o o o o okl
D, Usos generales de 1as enzimas o o o o o o o o o olth
MATER 1AL ' L8
A, Enzimase ¢ o ¢ o o o o 0+0 0206 o a6 o o o o o 50
B, Substratos . o ¢ o ¢« o 0.5 o o s o6 0 06 o ¢ o o & D3
Co, MicroorganismoS, o o o o o o 0 o o 6 o o o » o o DU
D, Material y EQUIPOs & o o o o o ovo « o o o s o o 55
E. SubstanciaS, o« o o o o o o o o0 6 0 s a o o o o 56
DISENO Y DESARROLLO DE PRACTICAS, 57
A. Presentacidn de las Précticas, » o » o o o ¢« « o 59
B. Desarro]lo de 1as Pr8cticas. o o o o o o o » o o 0O

Identificacidn de Enzimas . o ¢« o« o o v o o o 60
Determinacidn de Actividad Enzimltica , , , . 75
Activacibn e Inhibicidn Enzimdtica ., . » o o103
Pruebas de Precipitacidn Enzimdtica, . » . o 110
Estabilizaciédn y Purificacidén de Enzimas, , ,123
Obtencidn de Enzimas por induccidén Micros=,

bian@s o o o ¢ o o 6 6 o o 0 6 o o v & o o o M40

Aplicacién de Enzimas a los Alimentos, , .', 157



Vi,

vit,

1. Aplicecidn a los A'imentos de Enzimes
Comerciales e Inducidas en el Labora-
tOIri0a o o o e © o o« o o o o o« o o o o

2. inhibicidn de Enzimas Presentes en 'os
AlimentoSe o o o o o o s o o o o o« o &

3, Activacidén de Enzimas Presentes en los
AlimentoSe o o o o o ¢ o« a @ o ¢ o o

L, Medicidn del Contenido Enzimdtico como

Indice de un Proceso., . o o s o o o o«

DI SCUS 10N

CONCLUS IONES

BIBL 10GRAFI'A.

171
17k
175
157
180
185

189



=

J—

=)

o

o

<

o

o

lo,

1=



INTRODUCC | ON

La Ciencia evoluciona paralela al desarrollo histd
rico de la humanidad, E! hombre crea las bases de i1a Qufmica
y aplica sus conocimientos a los alimentos, donde la Enzimo-
logta juega un papel preponderante tanto en la investigacidn

pura como en la aplicada,

La Enzimologfa estudia el comportamiento de las en
zimas, biocatalizadores indispensables para que se realicen

las funciones metabdlicas. (51,91).

Varias materias fundamentan el estudio de la Enzi-
mologfa: 1la Bioquimica abarca rutas metabdlicas, estructura
quimica y cinética enzimdticag la Fisicoqufmica estudia or-

den, velocidad, direccidn y equilibrio de reaccibng la Micro

3
biologfa analiza conservacién, manejo de microorganismos vy

sus enzimasy la Ingenierfa Qufmica aporta 1los diagramas de
flujo y la Nutricidn comprende los procesos de digestidn de

los alimentos por medios enziméticos, (6,51,57,81),

Las enzimas se aplican en diferentes industrias,
destacando en la [ndustria Farmacéutica su uso como auxilia-
res digestivos; en Curtidurfa, su empleo en el proceso de ma
ceracidn de las pielesy en la Industria Textil, para elimi=-
nar el apresto de las telasj en la Industria Alimentaria, en

Confiterfa, la utilizacidn de invertasa en centros suaves de



bombones; la pectinasa, para extrser, clarificar vy filtrer
jugos de frutas y vegetaless en Productos Lacteos, el empleo
de renina en la elaboracién de quesos, entre otros usos, (k3

78,87,90,91).

‘Es importante profundizar en el estudio de la Enzi
mologia para fomentar el establecimiento de industrias nacio-
nales que se dediquen a obtener enzimas de mane;a que se cu
bra la demanda nacional y se evite la impoftacién de las mis-

mas.,

£1 Tecnblogo de A]imentos.desarrolla, controla y
actualiza las tecnologfas existentes en la Industria Alimenta
ria, considerando factores nutritivos, fisicoquimicos, orga-
nolépticos, econdmicos y otros, logrando asi productos de bue

na calidad v aceptacidén en el mercado de consumo,.

El objetivo de éste trabajo es el de disefiar prac -
ticas que podrian implementarse en el Programa de Enzimolo :-
gia Aplicada a los Alimentos, tomando en cuenta aspectos di -
décticos, académicos y tecnoldgicos, haciendo inferir al alum
no, por medio de su razonamiento, los pasos a seguir frente a

un problema, empleando conocimientos tedricos, técnicas de la

boratorio vy referencias bibliogréficas,
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i, GENERAL I DADES

1, ALGUNOS DATOS CRONOLOGLCOS DE LA ENZIMOLOG{A

Es conveniente contemplar en forma breve, la evolu

cidn que ha presentado el conocimiento de los procesos enzi-

maticos hasta nuestros dias,

John R, Whitaker (91), reporta:

Siglo XVII

Siglo XVI1iL
1752

Siglo X3X
Ira mitad

1833

2da mitad

(o]
\J1
2]

|

o
~J
s o]

|

Van Helmont considerd que el proceso
de digestibn era debido a cambios quf-
micos,

Reaumur demostrdé 1lo anterior haciendo
tragar a halcones, bolsas perforadas
que contenfan carne, Esta, al ser vomi
tada se encontraba parciaimente hidro-
lizada,

Surgen dos puntos de vista: Liebig y
sus FERMENTOS DESORGANIZADOSE Pasteur
y sus FERMENTOS ORGANIZADOS,

Payen y Persoz encontraron en la malta
una substancia termoldbil que conver

tfa al almidén en azflicar. Se le denomi
né DIASTASA, Tambi&n FERMENTO,

Se descubren: pepsina, peroxidasa; po=
lifenoloxidasa (Schoenbein 1856), in-
vertasa (Berthelot 1860),

Schoenbein descubrid la enzima vegetal
peroxidasa.,

Kiihne propuso el nombre ENZIMA (en la
levadura).
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Fisher: ANALOGIA DE LA LLAVE Y LA CE-
RRADURA que explica la interaccién en-
zima-sustrato,

Buchner produce una fermentacidn con

- a
un extracto de levaduras libre de célu
las,

Henri y Brown sugieren el intermedia =
rio enzima=sustrato,

Sdrensen investiga el efecto del pH en
la actividad enzimética,

Michaelis y Menten dan a conocer su ex
presidn matemdtica sobre Cinética Enz]
mética,

Wlllstafgr realiza las pr|meras.pur|f|
caciones.de enzimas, concluye ¥rrénea
mente qu® no eran protelnas

Sumner realiza la primera cristaliza
cidn de la ureasa, Mucho tiempo despues
se reconocié que &8ste hecho destruyd
la teorfa de Willst8ter antes menciona
da.

Sumner recibe el Premio N8bel por esta
contribucién,

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

Sanger reportd la secuencia completa
de la estructura primaria de la insulj
na,

Koshland publica su AJUSTE |INDUCIDO
ENZ {MA-SUBSTRATO que explica la flex]
bilidad del sitio activo,

Crastein y Davis desarrollan geles pa=

ra separar electroforeticamente enzj
mas complementando la labor de Peter=

son y Sober (1956) sobre celulosa de in
tercambio iénico,



1972
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Kartha Bello y Harken determinaron la
estructura trldlmenSIOnaI de ribonuciea
sa, Se comprende as{ la estructura se-
cundaria,terciaria y cuaternaria de las
enzimas.

Koshland elucida mecanismos ernzimaticos

Se reportd la sfntesis completa de ri-
bonucleasa por dos grupos de invastiga-
dores,

Valles y Riordan investigan qU|m|camen—
te grupos especificos de enzimas com =
plementando los trabajos de Koshland,

M&s de 100 enzimas han sido obtenidas
en forma cristalina.

Wingard Jr, y Lemuel B, (52) reportan:

1971

1971=1973

1975

Natisk y Newton

1975

Gaden, Elmer L,
1976

lra Conferencia de la Engineering Foun
dation International, Se dan las bases
de la Ingenierfa Enzimética,

Se realizan 10 simposios,
Se efectflan 603 investigaciones con en
zimas inmovilizadas,

2da Conferencia de la Engineering

Foundation International, Se tratan te
mas de estudios con lechos fluidizados
inmunoproteinas inmovilizadas, inmovie
lizacidn en las paredes celulares de
los tejidos animales y en membranas,
oxidasas inmovilizadas de funcién m|x~
ta, inmovilizacidn de factores de la

coagulac:on y la F:br|n6115|s, degrada
cibén de virus mediante enzimas inmovi=-

lizadas , enzimas en medio acuoso y sin

tesis de carbohidratos con enzimas in==-
movilizadas,

3ra Conferencia de la Engineering Foun
dation International,

(66} informan los siguientes datos:

Symposium on Enzymatic Convertion of
Cellulosic Mathertials, Massachusett,

(30) reporta:
Symposium of Enzymatic Convertion of
Cellulosic Matherials,
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Boyer, H.W,, Chang, A,C., Cohen, S N,y Helleny,R S, :

1974

Chang y Cohen demostraron la traslacidn

- sucesiva de un gen Gram positivo a uno

Gram negativo, en la codificacién gené
tica de una beta lactamasa de Estafilo
cocos aureus que fué expresada comple-
tamente y mantenida indefinidamente en
un pléasmido de E. coli.

Lovett y Branucci,

Lovett y colaboradores, abrieron el ca
mino para la clonacién del DNA exterior
de B, subtilis para E, coli,

Cameron y colaboradores obtuvieron un
hibrido bacteriéfago lambda el cual fue
insertado a un gen mutante de E, coli
codificando para DNAligasa et cual da
la pauta para doblar 5 veces mas la pro
duccidn de ligasa.

Panasenko y colaboradores modificaron
la recombinacidn de la molécula lambda
de DNA para producir un vector el cual
bajo las condiciones adecuadas genera
una cantidad de DNAligasa que es 500
veces mas grande que la producida por
un cultivo puro, y suficiente para dar
un aumento de alrededor de un 5% de la
protefna total celular de E. coli,

Duncan y colaboradores reportaron que
un gen de B, subtilis (THY P3), el cual
codifica para timilidasa sintetasa la
cual funciona en E, coli y B, subtilis
y transforma la timina auxdtrofa a ti-
mina protdtrofa,

Hasta la actualidad la Enzimologia ha
tenido un gran desarrollo en sus dife-
rentes campos, Se han realizado simpo
sios y conferencias anuales sobre in-
movilizacidn de enzimas biogenéticas,
clonacibn, etc. llegéndose a automa-
tizar el andlisis de enzimas por medio
de computadoras.

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

NATURE, Academic Science, 32: 25L4.263 (1973)
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2, CAMB{0S QUE HA PRESENTADO EL PROGRAMA DE PRACT|CAS DE

ENZIMOLOGIA APLICADA A LOS ALIMENTOS,

La carrera de Qufmico Farmacéutico Biblogo surgid
ante la necesidad de crear profesionales con un conocimiento
amplio de la naturaleza, procesos quimicos de los seres
vivos y que ademés aplicaran éste, a la preparacibn indus .
trial de medicamentos y cosm&ticos, Al requerirse una mayor
especializacidn en 1a& Industria, la Facultad de Quimica rees
tructura 8sta carrera y en 1971 la subdivide en tres orienta
ciones: Farmacia, Tecnologfa de Alimentos y Bioquimico Micro

bidlogo, (88).

El curso de EnzimologTa Aplicada a los Alimentos
fué impartido desde el inicio de la orientacién a Tecnologfa
de Alimentos y su programa de laboratorio ha tenido las sji

guientes variaciones:

En 1971 la materia se ensefiaba con un enfoque Bio

quimico,

En 1972 el laboratorio constd de cuatro précticas,
en las cuales se trabajd con una enzima de tipo comercial
que se aplicd a un alimento, Al finalizar cada préctica se

entregb un reporte del trabajo realizado,



En 1973 se realizaban anélisis cualitativos de ci-
nética enzimédtica en enzimas comerciales (amilasa, proteasa,
e invertasa), que comprendian medic’ones de oH, temperatuira
y concentracién enzima-substrato. Durante el curso préctico
se realizaban tres ex&menes vy se debia presentar un informe

bibliogréfico y un reporte de los resultados obtenidos,

En 1974 y 1975 se intentd obtener en el laborato-
rio, enzimas de origen vegetal (papafna y bromelina) vy de
orfgen animal (pepsina y renina), Se realizaba una recopila
cidn de datos bibliograficos sobre diferentes sistemas de ob

tencidén de enzimas y sus caracteristicas.

Al no existir las condiciones necesar’as para su
extraccidén (equipo, sistemas térmicos adecuados, etc), la ob
tencidén de enzimas de orfgen vegetal y animal se dificultds
de éste modo, se trabajé con enzimas comwercisles efectuando
andlisis cualitativos y cuantitativos, Los alumnos entrega
ron un reporte incluyendo datos generales de la enzima ana -

lizada, asi como los resultados obtenidos en las précticas

efectuadas,

En 1976 se introduce en el laboratorio el estudio

de Tas enzimas microbianas por considerarse que nermitTan un



18

alto grado de control y eficiencia en su actividad, el cual

era dificil de obtener con las enzimas de orfgen vegetal VY

animal, Al utilizar enzimas microbianas se lograpa un mejor
aprovechamiento del tiempo asignado al semestre de orécticas,
mientras que en las enzimas de origen animal y vegetal se de
pendia de tiempos de cosecha, aparatos de refrigeracidn para
Iés visceras y transporte al laboratorio de la materia prima

para extraerlas, entre otros factores, 1o que aumentaba el -

tiempo dedicado a cada préctica,

E1 método seguido en el laboratorio en &se afio fué
crear una préctica integral que duraba todo el semestre, sien
do- necesario recurrir al sistema de laboratorio abierto, Para
el desarrollo de &sta prictica se partfa de una ceps, se di -
sefiaba un medio de cultivo en el que crecfa el microorganis =
mo y posteriormente se realizaban pruebas con diferentes subs
tratos para determinar la enzima que se producfa en mayor qén
tidad., Una vez seleccionada, se hacfan inducciones sucesivas
paré desarrollar la enzima escogida, Al finalizar Ta induc ~
cibn, se determinaba ia actividad enzimatica y se procedia a
precipitar la enzima, la cual se aplicaba posteriormente a un

alimento,

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

mo método, mejorando el sistema de laboratorio al tratar con



19

mayor profundidad temas como los de induccidén, pruebas de ac
tividad enzimatica, etc. El sistema de evaluacidén fue si-
milar al de afios anteriores y consistia en uno o dos exémenes
durante el semestre y entrega de reportes de los datos obte-

nidos durante el mismo,

La materia de Enzimologfa Aplicada a los Alimentos
ha avanzado tratando de cubrir las necesidades en cada semes

tre y mostrando los avances de ésta ciencia,
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3. “COLOCACIGN DE LA MATERIA EN EL PLAN DE ESTUDIOS

Para cursar la materia de Enzimologia Aplicada a
lTos Alimentos, el alumno necesite conocimientos previos de
Bioquimica, Microbiologfa General y Fisicoquimica Farmacéu

tica,

Uno de los temas comprendidos en el programa de
Bioquimica es el estudio de lgs enzimas, abarcando conoci-
mientos sobre la naturaleza, propiedades, caracteristicas,
clasificacidn y utilizacion de las enzimas, coenzimas y co

factores que intervienen en su funcionamiento,

El curso de Microbiologia General es importante ya
que en &1 se estudian, entre otros temas, la nutricidn, fuen
tes de energia, elementos vy compuestos principales para el

crecimiento y desarrollo de los microorganismos,

En el laboratorio de Microbiologia General, se rea
iizan practicas de observacidn micro y macroscdpica de las
colonfas, coloraciones simples y tincidn de gram, prepara~
cién de medios de cultivo, sistemas de siembra y conservacién
de cepas, obtencidén de cultivos puros, esterilizacidn, efec~
to de la temperatura en el crecimiento microbiano, accién de

enzimas microbianas sobre diferentes substratos, etc, Estos
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conocimientos son de gran aplicacidén en el laboratorio de En--
zimologfa ya que una parte del orograma de orécticas se reg -
liza con un microorganismo que se induce a oroducir una enzi -

ma determinada,

La materia de Fisicoqufmica Farmacéutica es, actual
mente, la Gnica seriada con Enzimologfa. En ella se estudian
los principios fisicoquimicos aplicados a las industrias Far-
macéutica, Bioquimica y Alimentaria, Uno de los temas compren-
didos es Cinética Quimica en el que se estudian reacciones de
lro, 2do, y 3er érden, ademés del efecto de la temperatura so-
bre la velocidad de reaccidén, El orden de reaccidn tiene im --

portancia en la interaccidn enzima-substrato.

Teniendo en cuenta los temas estudiados en materias
como Bioquimica, Microbiologia General y Fisicoquimica, se ve
la necesidad de que éstas tengan seriscidn con Enzimologfa - -
Aplicada a los Alimentos, ya que dan las bases necesarias para

él estudio de la misma. (77).

A continuacidn se muestra el diagrams de seriacidn
actual para la carrera de Quimico Farmacéutico Bidlogo  con-

orientacibn a Tecnologia de Alimentos,



E QUIMICA

PLAN DE ESTUDIOS DE LA CARRERA DE

R QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
ORIENTACION TECNOLOGIA DE ALIMENTOS “28”

MATERIAS OBLIGATORIAS 382 CREDITOS

% Puede escoger la 1Tnea de Andlisis
6 de Quimica Apalitica {(ver diagra
de seriacién)

ma

MATERIAS OPTATIVAS 14 CREDITOS
TOTAL 395  CREDITOS
CLAVE " HATERIA CREDITOS CLAVE MATERIA CREDITOS
PRIMER SEMESTRE SEPTINO SEHESTRE
0616  PROCESOS DE ALIMENTOS 10
0235  FisSICA 1 6 0210  ENZIMOLOGIA APLICADA A LOS
0296  FISICOQUIMICA | 6 ALIHENTOS 3
0480  MATEMATICA | 10 0293  FISIOLOGIA 9
0481  MATEMATICA II 2 0783 TOXICOLOGIA 7
0297 FISICOQUIKICA 11 0026  AWALISIS DE ALIMENTO
0456  LABORATORIO DE CIENCIA LISIS DE s 10
BASICA 1 10 OCTAVO SEMESTRE
SEGUNDO SEMESTRE 0127  CONTROL DE CALIDAD 9
—_— 0768  TECNOLOGIA DE ALIMENTOS | 9
0236 FISICA 1 6 0290  FERMENTACIOHES INDUSTRIALES 10
0639  QUIMICA INORGANICA | 10 0581  KUTRICION 9
0125  CALCULO DIFERENCIA E INTEGRAL12 0343  IGENIERIA INDUSTRIAL I S
0298 FISICOQUIMICA 111 6
* An. & Q.A. (ver diagrama de HOVEND SEMESTRE
seriacién) e
0457  LABORATORIO DE CIENCIA 0175  DESARROLLO DE ALIMEMTOS 9
BASICA |1 10 0763  TECHOLOGIA DE ALIMENTOS 11 9
0771 TECNOLOGIA DE CEREALES 9
TERCER SEMESTRE 0313 HIGIENE INDUSTRIAL 6
0291 FISICA 111 8
0523  MATEMATICA. 1V 6
* An. & Q.A. (ver diagrama de
serfacién
0659  QUIMICA ORGANICA 1. 18
MATERIAS OPTATIVAS
CUARTO SEMESTRE —
— 0019 AZUCAR | 8
0061  BIOESTADISTICA 6 0082 BIOSINTES MICROBIANA DE
0063 BIOLOGIA CELULAR 6 APLICACION INDUSTRIAL 8
* An. & Q. A. {ver dlagrama de
seriacidn)
0660 QUIMICA ORGANICA 11 18 0209 ENOLOGIA 7
0294 FISIOLOGIA Y BIOQUIMICA
QUINTO SEMESTRE DE MICROORGANISMOS 8
0344 IHGENIERIA INDUSTRIAL 11 7
g211  ESTEQUIONETRIA 8 0526 MICROBIOLOGIA AGRICOLA 8
9529 HICROBIOLOGIA GERERAL 8 0628 PRODUCTOS NATURALES 7
by P
A i) (ver diagrans de 0681  RELACIONES HUMAHAS 6
0064 BIOQUIMICA 1 9 0770 TECNOLOGIA DE ALIMENTOS (11 7
0662  QUIMICA ORGANICA (ii 10 0782 :Egsg;gclA DE MALTA Y ,
SEXTO SEHMESTRE
0575  OPERACIONES UNITARIAS FAR-
MACEUTICAS 8
0292 FISICOQUIMICA FARMACEUTICA 11
0527 MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS 10
0065  BIOQUIHICA 11 7
0674 QUIMICA DE ALIHENTOS 6

Octubre 1979
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k4, ASPECTOS DIDACTICOS CONSIDERADOS EN EL DISENO Y DESARRO-

LLO DE LAS PRACTICAS DE ENZIMOLOGIA APLICADA A LOS AL| -

MENTOS ,

Algunas materias como Enzimologfa, necesitan précticas
de laboratorio para confirmar su teorfa, adquirir destreza-
manual y criterio para resolver problemas, Las etapas consi-

deradas en el disefo desarrollo de las préacticas son:
Y

ORGAN|ZAC | ON

PLANEAC [ ON

EJECUC ION

EVALUAC | ON
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1. PLANEAC |ON

Consiste en seleccionar, jerarquizar y relacionar
las actividades y procedimientos necesarios para cumplir los
objetivos propuestos en un tiempo determinado. Su realiza -

cidn se basa en los siguientes aspectoss

a) Establecimiento de objetivos.
b) Distribucién del tiempo y cargs de trabajo,
c) Metodologfa de trabajo.

d) Seleccidn de recursos,
2, ORGAN I ZAC | ON

Consiste en desarrollar los factores considerados
en la planeacidn respondiendo a las preguntass ; Por qué? |
iQué?, ¢D6nde?, Cuéndo?, ;Quién?, y ;Cdémo?.

a) Establecimiento de objetivos

Las practicas se dividen en tres ciclos. En el ori
mero se trabajar& con enzimas comerciales de origen animal,
vegetal y microbiano para que el alumno conozca, identifique
y compare los diferentes tipos de enzimas; maneje y compren-
da los fundamentos de las técnicas adecuadas al laboratorio,
En el segundo, se obtendrd una enzima microbiana, El alumno

practicarad las habilidades adquiridas en el primer ciclo vy
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fas aplicard en el segundo con la orientacién de su profesor

de précticas,

El tercer ciclo comprende la adicidn de enzimas
comerciales y obtenidas en el laboratorio, a diversos all
mentos; se activardn e inhibirén las presentes en los mismos
con el objeto de recopilar, organizar, analizar y aolicar los
conocimientos adquiridos en los ciclos anteriores, psra la -

%
elaboracidén de productos alimenticios.

b) Distribucidn del tiempo y carga de trabajo

A continuacidén se da un diagrama en el que se indi
can las semanas disponibles y 1a distribucidn de la carga de

trabajo en un semestre,



SEMANAS 12y 30 4 5] 61 71 8} 9jrojt1ji12}13]14}1s5
{NTRODUCC I ON
| DENTIFICACION
ACT IV IDAD ENZIMATICA
ACTIVACION E INHIBICION
PRUEBAS DE PRECIPITACION
ESTABILIZACION Y PURIFICACION DE ENZIMAS
INDUCC | ON . 8
REGULAR | ZAC 10N
APLICACION: E, OBTENIDA
APLICACIGN: E, COMERCIAL
APLICACION: INHIBICION DE ENZIMAS %
APLICACION: ACTIVACIGON DE ENZIMAS "
PLICACION: MEDICION DE CONT, E, '
EVALUAC | ON
PRACT ICAS. CE Llhpo e E0h: SEMANAS 208
TERCER CiCLO: SEMANAS 11-15




28

c) Metodologfa de trabajo

E1 método sugerido comprende la unificacién de los
dos sistemas de ensefianza: el tradicional y el activd, de ma
nera que el alumno no s8lo sea receptor en el curso de la-
clase o préctica, sino que exponga, dialogue, discuta y sa-
que conclusiones con el profesor y sus compafieros, ademds de
que busque la informacidn que éste le deje como trabajo de-
investigacidn, El1 profesor, tiene la funcién de dirigir al
alumno para que se interese en la materia induciéndolo a un
razonamiento con ejemplos précticos de los problemas que se

le pueden presentar cuando sea profesionista,

Entre las ventajas del método activo estd la agi «
lizacidn de la ensefianza y la diversificacion de la informa~
ciébn ya que ésta se busca tanto por el maestro como por el
alumno, En el proceso actiyo, el alumno participa de una ma-
nera- dinfmica, Si el sistema estd bien dirigido por el pro-
fesor y si el alumno se interesa en la materia, se tendran

buenos resultados,

En el método tradicional, el maestro se limita a
dar informacidén y el alumno a recibirda pasivamente. En éste
método, el maestro expone en su clase los puntos clave del
tema a estudiar de una manera disciplinada ahorréandole al -«

alumno el tiempo para buscar ésta informacidén bésica,
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Entre las desventajas del método activo se encuentra
el hecho de que si, el alumno no esté breviamente precarado pa
ra realizar una funcidn de investigacidén activa, entonces el -
proceso de ensefianza-aprendizaje no alcanzaré los objetivos -

propuestos, (1, 42, L9)

Las actividades programadas para cada semana en el

laboratorio de manera general sons

1. Trabajo Bibliogréficos consistird en investigar

los fundamentos de la préctica que se desarrollard en la st
guiente semana,

2. Recopilacidén del trabajo bib iogréfico de la

semana anterior,

3. Trabajo précticos desarrollo de la préctica

asignada,‘la cual ha sido investigada previamente por medio
del trabajo bibliogré&fico y discutida con el profesor de -
précticas en grupo o individualmente.

L, Entrega de reporte de la préctica realizada,

5. Semanas de regularizacidén (9,10 y 16): servi-

rén para discutir el trabajo realizado hasta é&se momento, re
solver dudas y efectuar la evaluacién de los alumnos.
6. Tipos de evaluacién sugeridos;
A, Evealuacidn del trabajo bibliogréfico
B, Observacidn del alumno al wealizar la préc

tica,
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C. Ewvetuacidn del! cuestionario y del informe

de trabajo.

D. Exé&men parcial al término del segundo ci-

clo,

E. Ex&men global al término del tercer ciclo

d) Seleccidén de recursos

Entre los recursos a considerar en la organiza - -
cidn del programa se encuentran materiales de aooyg {equipo,
reactivos, etc), tiempo, dinero disponible, nivel de los -
alumnos al iniciar el curso, seleccidn de teorfas vy técnicas
del proceso ensefianza-aprendizaje aplicablies al programa vy
las actividades (précticas de laboratorio, visitas a indus

trias, conferencias y otros), (&2}

3. JECUC | ON

Antes de realizar las actividades, es necessario
conocer si cada uno de los alumnos estd& prevoarado para abor
dar el tema por medio de una prueba previa que puede ser es”
crita, oral o préctica. Después de realizada, tal vez sea

necesario afiadir o eliminar objetivos del programa, (L2)
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4, EVALUACION

‘Con la evaluacién se logran dos fines, El brimero
consiste en averiguar el grado en que el estudiante ha alcar-
zado los objetivos por medio de pruebas escritas (exémenes, -
reportes, cuestionarios), exdmen oral, opreguntas en clase,
discusidén individual o en equipo, pruebas de csvacidad vy
destreza {(manejo de materiales v equipo de laboratorio). La
evaluacidn se debe realizar al iniciar e! curso, durante

el mismo y al finalizar éste,

El segundo fin, de igual importencia, es detectar-
si hay puntos débiles en el plan de instruccidén como por ejem
plo: si el profesor estd insistiendo en temas que el alumno-
ya conoce @ la perfeccidn o ha supuesto que el estudiante tenfa
los conocimientos previos necesarios para desarrg1lar el tema:
si el rftmo de ensefianza es demasiado lento o répido: si el -
estudiante encuentra algunas partes confusas, carentes de in-

terés o demasiado diffciles, (42)



5. NFORMAC ION GENERAL

A, SUSTRATOS IMPORTANTES SOBRE LOS QUE ACTUAN ALGUNAS

ENZIMAS EMPLEADAS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

SUSTRATO ESTRUCTURA PROPIEDADES ESQUEMA

CELULOSA “Polimero Ii ~ [Insoluble en agua

(10,20,27 {neal de gluco jacidos o bases, —_—

35,51,61 |sas beta(1-4) |Soluble en soln, CHoOH OH H- OH

623 unidas entre caliente de NHLOH 07;5:5:::;§& HO-77‘\\\{;7\\0 ZW’ -
si por puentes}con iones de zinc e
de hidrégeno. {Ataque enzimdtico H OH‘VO—-b’Z;\BH HO %

dificil. Funcidn — 2 Hin

estructural,

CELULOSA

SACAROSA |Alfa D glucosa|No es azicar re -
(10,20,33 |y beta D fruc-{ductor, Soluble en
35,37,51 | tosa unidas agua. No contiene OH
6],625 por enlace grupos aldehido - ‘
glucosidice o cetona libres, {
entre los No muestra muta- ‘x\
CyC de rrotacidén en so~ 4 CH, OH
1 2 Tucidn., Funciodn HO
glu y fru, energética, SACAROSA
= ‘ COUCH
PECTINA Ac, Polianhi- {Funcidn estructu- .
{9,10,20 | drogaltacturd- |[ral, Soluble en H
51,61,62) | nico con COOH | agua, Puede for- H o COOH
total o par-i |mar gel con azicar .
cialmente me- |y &cido. Variables Ho
toxilados contenidos de me-
y Acido 7 COOCH3

total o par-
cialmente ney

tralizados
por bases,

toxilos y del gra
do de neutraliza-
cibn,

polianhidrogalacturdnico




Es ramif

uniones alfa

(1-4). Da co-
lor azul in -
tenso frente

al iodo.

AMILOPECT INA
icada
Son glucosas
con unijones
alfa(l-4) en
95% y alfa(1-6)
en 5%.

Da color pirpu
ra frente al —
iodo,

lLa amilcsa es so-
luble en agua,

La amiloéctina es

insoluble en agua.

HEMICELU Homopolimeros | Funcion estructu-
LOSA de D xilosa ral, Cambian el
(i10,20,27 junidos por en | nombre segin el
35,51,61 lace beta(l-E) constituyente . 05 0
625 Insolubles en O—tS;::zzgiL_ H OH
agua, Se extraen
con soln. al . OH n
L-5% de NaCH. XTLANA
ALMIDON Compuesto de: J El almiddén es in- -
(10,11,14 | AMILOSA; pre- | soluble en agua (HoOH
20,35, 738 |sente del 15 fria y soluble
47 51,53 lat 25%, Son en agua caliente, H
61 62 ,85) {glucosas con ' H CH, OH

AMILOSA
CH.,OH 0
oefwwéuﬂffo n

Ho CH20H

H
AMILOPECTINA

CHZOH

EHZOH




PROTE INA,

(6,9,10,
20,3551,
61.6%.78]
92}

Formadas por,
alfa aminoaci-
dos unidos por
enlaces amidi-
cos covalentes
o enlaces pep-
tidicos para
formar pépti-
dos que se unen
y forman poli
péptidos vy

que constitu-
yen las pro =
teinas.

Sus niveles de
estructura son:
Primaria
Secundaria - |
Terciacia Y
Cuaternaria.

J Se clasifican

Funcidn (trans-

por .su:

porte, Almace -~ |n""
namiento, etc) |
Solubilidad

globutares, vy
escleroproteinas’
que se dividen
en globulinas
albuminas, pro-
laminas, glute-
linas, e histo-
nas.).
Valor nutrltlvo

‘tivo.

por su conteni-
do y relacidén de
los aminodcidos

fsenc:ales.
isina, triptbfa

no, fenulalanlna
treonina va1|na
metlonlna Ieuc1
na, isoletcina
se le«den ens
a) Proteinas de
alto valor nutri
tivo,

b) Proteinas de
bajo valor nutri

ESTRUCTURA
SECUNDARIA

DE ALFA
HELICE

ESTRUCTURA PRIMARTA

ESTRUCTURA TERCIARIA

MESTRUCTUﬁi CUATERNARIA




LIPIDOS .
(10,12,20

35, 51, .53
61, 62 92)

Esteres de .,

acidos grasos
y glicerol

T

La unidn ester es

susceptible de hi-
drdélisis acida vy
alcalina,
bles en agua.
Solubles en solven
tes organicos,

Se clasifican en:
ACILGLICEROLES
(trigliceridos.

Los de orlgen ve -
getal son liquidos
a temperatura am-
biente. Poseen
gcidos grasos insag
turados?.
FOSFOLIPIDOS
Formados por gli-
cerol, dcidos gra-
sos y una base ni-
trogenada.

ESFINGOL I'P1DOS
Relacionados con
tejidos y membranas
GLICOLIPIDOS

Derivados pr pr:ma -
rios de un carbohi-
drato-glicerol,
LIPIDOS TERPENOIDES
Ta unidad isopre -
noide puede formar.
compuestos como hule
carotenoides,
roides, etc,

insolus =:

este- |

ACILGLICEROLES
1

IHZOCOR
R2-COO H

H,0COR>
Triacil glicerol

FOSFOL (P! DOS
CH_OCOR!

2
C-~
|
C

R C00--C~-H
. OH
3-sn fosfatidico

H .
Hy0--P=0

ESF INGOL [ PIDOS

?H

'AHCCH~CH(CH2)]2CH3

CH,OH
L esfingenina

GLIcoL PiDOS

IH OCORI

2

TERPENOIDES

‘ //l\V/CHZOH

Vitamina A

3=-sn monoga’gctosil diacil glicerol




p-Cl mercu-
ribenzoato

ciclodextri+

nas,

B. ASPECTOS PRINCIPALES DE ALGUNAS ENZIMAS USADAS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA.
(*} No se encontraron datos en la bibliograffa consultada.
; E o f pH T ACT IVADOR
%8?E$E T o CARACTERISTICAS J SUSTRATO OPTIMO , OPT IMA INH!BIDOR
Alfa - Endo enzima. Hidroliza L.5 25 Activador
amilasa la unidn alfa(l-4), : agentes re-
animal Sitio Activo: grupo car a ductores
vegetal ox110 de ac. aspartico ‘ a Ca 1a esta-
micro - o glutédmico . 7.0 : biliza,
biana grupo imidazol de histj ALMIDON, 30°¢C Inhibidor:
13,14, 25, dina. segln la alfa ani- acidos y
43,69,78, | Al agregar Cl1~ se solva - fuente. lass bacte| &lcalis a
91, ta el NH3 y aumenta la rienauvsooor alta conc.
actividad, te tempers| Yy tempera-
turas de tura. iones
65 a 750C !] de metales
a oH 6.0 pesados.
; EDTA.
Beta- Exo enzima. Remueve uni- 5.0 20 Activador:
Amilasa dades de maltosa de los glutation
PTantas su-{ finales no reductores de a a reducido
beriores vy cadenas de polisacéridos o ¥ suero de
aigunos mi-j Hidroliza 1a unidn alfa ALM1IDON 6.0 30 C albGmina
croorganis-| (1-4) e fnvierte la con- inhibidors
noS , figuraciodn, acidos. y
13,1k,25, Sitio Activo: grupos temperatura
L3, 69,78, -SH y probablemente elevada.
97, -COCH. iodoacetami}
da, male-
imida,




Celulasa

Existen 3 tipos:

Activador:

imidazol como nucledfito
y ataca Cl de glucdsido.

Hongos Cristalina: rompe los Cercano 35 cisteina
Bacterias | puentes de hidrdégeno tcMc (1) ala colorantes
animales Beta 1 glucanasa: es i CELULOSA (1) | neutrali- a icidos:
gue digie-| endo y exo.(l-4) rinde P CELOBIOSACTT)) dad. o rojo congo
ren made- | cadenas de 5 a 7 unio= CELOHEXOSA .. 55°C eritrocina
ra. rumen. nes de glucosa. (1) pH optimo Inhibidor:
comprendep Sitio Activo: 5.5-6.0 fones de
| CELULASA| WHy  -COOH =-SH metales
11 BETA 1,4 pesados
GLUCANASA Reactivos
P11 BETA -SH
1,4 GLUCO~ oxidantes
SIBASA, reductores
78,91, glucosa
{lnvertasa | Hidroliza el enlace de 4,5 inhibidor:
Animal glucosa - fructasa SACAROSA o Todo
Vegetal Sitio Activo: a 35°C metales
Microbia- Hfs%iaina Yy grupos pesados
na. tioles. 5.5 Ag,H
| 43,78,91 éug 709 .
s ogae Activador:
Beta- Hidrdlisis de Beta-D - “re
Galactosi-| galactosido .. y ol fa-L 4§h75 30 a Eomp. reduc
dassa drabindsidos, Sobre lac- s - £ t SOOC ores.
Lactasa tosa rinde glu y galacto- $9g"enUZC- :L?E?égade
[V sa, ; c o, .
Animal Sitio Activo:El -SH actisa HACTOSA ;eg?'a de SOd!g:
Microbia~-|{ como &cido protonando el &l &EDL—LQEL:
13 78 91| 9 del glicésidicoy el g, Lu,Te.
, 70,91, enil

tiogalactd
gsidos.
galactosa




LPoiiga]ac- Hidroliza enlaces glico- L.5 Activador:
turcnasa sidicos de las sustan - Tes‘ste ?ah'b‘d
Vegetal cias pécticas en presen- ) a altas tem- nhibidor:
Hoggos cia de agua., Son endo ~ PECTINA neraturas. Polifeno -
Bacterias enzimas o exo enzimas AC, PECTICO 6.0 Es actiega licos
9,43,78, se dividen en cuatro : | nH épt'm desnués de Calor
30,91, seglin su accidn. 2, 54,2 calentarlas

Sitio Activo: Grupos .2 55-60° a 1007°C nor
_CO0H y grupo imidazol. : 15 ninutos
Pectato- Remueve grupos de hidrd- 8.0 Activador:

Tiasa geno de C4 y C5 por trand  PECTINA o requieren

Wongos eliminacidn de los en - , a L5~¢ mucho Ca.
Bacterias laces glucosidicos. AC, PECTICO inhibidor:
9,L-,3,789 Son endo o exoenzimas 9.0 DTA
90,91. Las endo actian sobre
i pectina

Las exo en &c,péctico
Pectin- Remueve grupos de hidrd- L.5 Activador:
iasa geno de Ch4 y C5 por PECTiNA ’ Fosfatos
Hongos transeliminacidn, No . a (*) citratos
g,L3,78,90 requiere agua Inhibidor:
91. 6.0 alcio
exceso ge
sustrato,

Hemicelu- Su accidn depende del ARAB INANAS 3.5 50 Inhibider:
lasa. sustratc sobre el que MANANAS , -

Hongos, anil- actha. X1 LANAS a a 85°¢

pales que ETC, o en realidad

digieren 4.5 60°C es desnaturj
naggra 1izacién en

este caso,




iGama - Exo enzima. Remueve uni- Activador:
‘Ami lasa dades de glucosa de los Magnesio
Bacterias finales no reductores 4 k.0 50 Inhibidor:
y Hongos de cadenas de sustratos . Cualquier
glucoami - Produce glucosa, Hidro- ALMIDON a a sustancia
Tasa. liza uniones alfa (1-4) MALTOSA o que inhi-
14,25 43 alfa(1-6) y alfa(1-3) AMILOSA L, & 60°C ba los gru
69.78.91, invierte la configuraciép AMILOPECTINA pos -COOH
’ Sitio activos :
Dos grupos =-COOH
uno protonado y otro
ionizado
Amilo - Enzima desrramificante
iglucosida-| Hidroliza uniones alfa
sa. (1-6) (1-6) : PULULANA 5.0 (%) (%)
@Tbrob;ana Produce glucosa del ia- ALM1DON
ﬁ?%ﬁa do no reductor, a
7.0
-
Pectin- Remueve grupos metilo L.EB.O hasta Activador:
meti] de las sustancias péc- PECTINA 50 grados Nacl, Ca
estearasa ticas metiladas. a centigra- ioneé me -
Vegetal dos tilicos
Microbia- 8.0 Inhibidor:
?f 17 43 (segun fuen- CaTor
75,9], te Polifend-
nH 6ntimo licos.
7.5
G]ggosq- Oxida glu, a &c. gluco- GLUCOSA k.5 a7 o A%zlvadbr:
oxidasa nico. Funciona como des- AT hibi
Micro- hédrogenasa € 36°C Inhibidor:
78,9717 quetantes Cu

biana




Sitio activoe Cu,

Lipasa ActlGa en la interfase zg. Activador:
pancredti-| agua-lipidoe, Pueden hi- Cisteina
za drolizar 1,2 6 los 3 L1PIDOS 6-7 37°% cianida
Animal enlaces de triglicéridos ci~
12,14 43, Actlan en un medio con inhibidor:
8. micelas Compuestos
Sitio Activo: S-S, -SH surfactan-
serina, histidina tes,
DFP
Papaina Es endopeptidesa, hidro- GELATINA 6-7 o
Vegetal liza grupos amino de losl ALBUMINA DE 25°C
26 43 58 alfa amino substituidos HUEVO, 7.5 a 8.3 - HCN 3
64 78°91.| (arg, lis, glutamina, SEGUN ELpH
Tl his, gli, tir) CASE INA segiin tempe-
Sitic Activo: ratura
~-SH. Presenta un S-S
pH4 7 alta
metaies pe-
sadcs S-H
Renina Proteasa acida, rompe o Inhibidor:
Animal el enlace de fenilala- GELATINA 2 akb 357°C Egentes
2,3 6L | nina y metionina de la CASEINA diazo
78,90,91 | cappa caseina fenilacil
Sitio Activo:Dos COGOH bromuro
. I Catalizan dos tipos de
Bglifsﬂgl reacciones: hidroxilacidn Inhibidor:
bxidasa de monofenoles a o-dife~ | COMPUESTOS 6-7 segun 25 a 30 F,S S0
Hongos notes y eliminacién de FENOL1COS DE fuente 2
Vegetal hidrégenc de o-difenoles | FRUTAS Y VEGEs azida de Na
78,90,91, | a. o-quincna, TALES, sulfito de

sodio,

e




C. PRINCIPALES MiCROORGANISMOS USADOS EN LA OBTENCION DE ENZIMAS,

APLICABLES A LA

INDUSTRIA ALIMENTARIA,

L, .
L; MICROORGAN SMO

PROPIEDADES DEL GRUPO

PROPIEDADES DEL MICROORGANISMO

Aspergillus niger

HONGO
(3,99}5129}32’4] E
55,75,81,85)

esterigme

ester|gma
secundario
85/’ esterigma
e primario

«— vesicula

HONGOS

No contienen clorofils,
Son multicelulares y se
se debe considerar la
forma én:ique se asocian
Comprenden cuatro clases:
Ficomicetos, Ascomicetos,
Basidiomicetos y hongos
imperfectos o mohos, Los
tres primeros se reprodu
cen por exporas sexuales
en el Gltimo la reproduc
cidn es asexual,

Alguncs mohos tienen im=

portancia en fermentaciodn
y conservacidn de alimen-
tos. Los mohos estan for-
mados por filamentos o hj

fas., Incluyen los géneros:

Aspergnllus y Penicilium

ASPERGILLUS.

Septado, micelioc ramificado, En la
porcidn distal, el conidiéforo se
hincha formandd una vesicula que so
porta los esterigmas de 105 que se
desprenden los conidios.

Esterigmas sencillos o compuestos
y ccloreados o incoloros, Conidios
en cadena de coior generalmente
verde, marrdn o negro, Puede pre-
sentar algin otro color,

o}
Algunos crecen a 37 C o mas.
Necesitan para su crecimiento:
N, C, H, 0, S, K, P, : Mg y otros,

A, niger,
Ocurre en granos, frutos, vegetales

fibras y tejidos, l&cteos y otros.
Produce gran variedad de enzimas:
ami lasa, lipasa, celobiasa, maltasa,
celulasa, melicitasa, cuajo, nuclea
sa, emulsina, peptinasa; genciana-
sa, proteasa, glucosidasa,invertasa,
raflnasa tannasa, cimasa. Necesita
Ni y Mg, "Produce: ac, citrico, fu-
marico, oxélico, glucdnico, gélico,
etc.




Sacharomyces
.cereviceae

LEVADURAS

SACHAROMYCES

(3, 15, 21,
23, 29, 32,
36, L1, Lk
55, 75, 81)

?

Saccharomyces
cereviceae

Germinacidn,
de ascosporas

Pivisidn,
del nicleo

Pertenecen a la subdivi-
sidén Talofitas, designa-
das como Eumicetos u hon
gos verdaderos porque no
poseen clorofila. Se dis
tribuyen en tres familias:
- Saccharomycetaceae

- Sporobolomycetaceae

-~ Criptococcaceae

Se sithan entre las bac-
terias y hongos superio-
res en cuanto & tamano,

Reproduccidn:

Por gemacidn (vegetativa)
que puede alternar con la
simple escisibn,

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

No poseen flagelos y son
inmbviles., Se aislan del
suelo, vifiedos, huertos,
uvas, manzanas, frutos
dulces, timdn, hojas, etc,

/

S. cereviceae se utiliza en la in
dustria para fabricar alcohol, vi-
no, cerveza, cognac, ron, whisky vy
pan, cepas de su especie, etc.
Puede ser aerobio o anaerobio, en
el primer caso asimila la mayoria
de los carbohidratos disponibles y
la energia necesaria para el creci
miento y reproduccidn, la obtiene
via aerobiosis. En el segundo, los
carbohidratos disponibles se fer -
mentan y dan alcohol y CO5.

Fermenta féacilmente: glu,fru, man,
sacarosa, maltosa. Con dificultad
la galactosa, La rafinosa es fer-
mentada por levaduras de fondo,
pero solo una tercera parte por Je
vaduras superficiales.

La lactosa no es fermentada,

7. de espgrulacién: Méx;: 35-37°C
Min: 9-117C, dptima: 300C,
Necesita: C (melasas, a.a. en pe-
quefia cantidad, &c. lactico, alco
hol etilico, etc), N {agua amonia
cal, sales amdnicas, peptonas, pép
tidos, aminodcidos o urea). Los ni
tratos y nitritos no son asimila ~
bles, Fdésforo (fosfatos). Mg. vy
vitaminas. Cofactores bios (bioti-
na, 8c. pantoténico e inositol)

pPH 3.5 & 4.5, La enzima que pro
duce principalmente es invertasa.




Bacillus
subtilis

BACTERIAS

BACILLUS

(3, 15, 29,
32, 3k, 41,
55, 75, 81,
85).

-

¢
%ﬁy
Grénulos
metacromaticos

de Bacilius
subtilis,

El esporangio no difiere
de las células vegetati~-
vas excepto cuando se a-
bulta por esporas mas lar
gas que el didmetro de Ta
célula,

Son esporangios en forma
de huso cuando las esporas
son centrales, o en forma
de cufia si son termina -
les.

Son gram positivo por lo
general.

Es rara la presencia de
pigmentos. Son aerchios
microaerdfilos y anaero-
bios. LicGan fuertemente
la gelatina, fermentan
los azicares. En algunos
casos forman gas.

Algunas especies son ter
mdfilas con crecimiento
répido a 55°C,

Son principalmente saprd
fitas y se encuentran co
manmente en el suelo unos
pocos an animales como in
sectos, pardsitos o paté-
genos,

Familia: bacillaceae (cé&lulas de
forma alargada capaces de produ-
cir esporas, con flagelos peri -
féricos o inmbviles. ’
Las endosporas son cilindricas,
elipsoidales o esféricas y son
localizadas en la parte central,
subterminal o terminal,

Bacterias en forma alargada al-
gunas veces en forma de cadena,

Presentan un esporangio usual -
mente no diferente de las célu-
fas vegetativas,

Son aerobios.

Se encuentran presentes las
catalasas, Algunos muestran co
lonias &speras y formando una
capa en el cultivo; oxidan los
carbohidratos, producen una pe
quefia acidéz sin la acumulacidn
pronunciada de productos carac-
teristicos, Habitan en el suelo
Las esporas de B, subtilis (mesd
filo) son menos resistentes que
las de los termb6filos. Algunas
son amiloliticas: Determinan la
hidrélisis extracelular del almi
dén como B. subtilis y Cl. buti-
ricum. Entre las enzimas que pro_
dice se encuentran: amilasa, pro_
teasa y lipasa,




Ds

USOS GENERALES DE LAS ENZIMAS

NOMBRE

FUENTE

UTILEZAC]ION

INDUSTR EA

REF,

Amilasa

Amilasa

Amilasa

Ami lasa

Amilasa

Amilasa

Ami lasa

Amilasa

Ami lo=
glucos]
dasa

Malta

hongos

Hongos

Bacte =

riana.

Bacte=
riana

Bacte=-

riana

Bacte=
riana

Bacte=
riana

Hongos

Transformacibn del ale
mldon en dextrinas y
azlicar fermentable,

Se usa en el malteado
y para dar cuerpo a la
cerveza,

Acelera la fermentacidn
del pan, da vollmen a
la hogaza, color a la
costra, textura y sabor
-al mngaJén.

Degradacidn del almiddn
previamente licuado a
jarabes ricos en malto-
Sas,

Eiiminacidn de turbidez
indeseable, conversrén
del a]mldon en azlcar

fermentabie especialmen

te los adjuntos de la
malta,

Licuefaccidn del almi=
dén para permitir un
flujo libre en la ela
boraci®n de chocolate
y cocoa,

Recuperacién de azlicar
de desechos de la manu
factura de dulces,

Solubilizacidn del almi
dén para clarificacién
de jugos de frutas.

Retarda el proceso de
retrogradacién del al
midén y el envejeci =
miento del pan,

Hidrdlisis de amilo-
sa y amilopectina a
glucosa,

1,2

1

59,87
80’

L3, 76 78
87 80’

80,83,91

78,86,87
80

80,91

80,87
78,80

80, 87

78,91




glucosa

isomera

sa

Glucosa
oxidasa
Catala~
sa,

Inverta

sa

Pecti=
nasa

Pecti-
nasa

Pecti~.
nasa

Pecti-~
_nasa

Pecti-
nasa

Gluca
nasa

hongos

Heongos

leva-~
duras.

Hongos

Hongos

Hongos

| clftri=

cos

'Hongos

bacte~
riana

Conversidn de jarabes
de glucosa en produc-
tos mas dulces que con
tienen fructosa en cier
ta proporcibdn,

Eliminacidn de 0y y/o
glucosa de (cerveza,
bebidas carbonatadas
huevo deshidratado que
so, carne, leche en pol
vo jugos pescado, vino,
etc, Estabilizar terpe-
nos de los citricos.

Eliminacibn de la cris
talicacién,
Licueffaccidn de -centros
de dulces,

ELlcuedeCIOn de centrog;

e dulces,
Hidrdlisis de la pecti-
na durante la fermenta-
cibn del cacao,

Hidrdlisis del recubri-
miento gelatinoso de la
fruta durante la fermen
tacién,

Hidrélisis de la pectina
de la pulpa de la aceltu-
na que permite mejor ex-
traccidn del aceite,

Evita la gelatunuzac;on de
concentrados de C|tr|cos
Clarificacibn expontdnea
de los jugos,

Clarificacibn, aumento de
rendimiento, %aculldad de
fnltraCISn ’evita gelatini
zacibn en JUgOS y vinos,

Aceleracibn de la filtra-
cién de la cerveza por e-
liminacibn de los gluca-
nos,

33,78,91

76,78,86
91,

L3,73,76
87

17,43,76
91

17,76,91

17,76,91




lacta
sa

Celu
lasa

Celu
lasa

Celu
lasa

- Prote
asa

Protea
sas

Papai
na
Brome=
lina,
ficina
otras
protea
sas

Pepsi
na
Reni -
na

leva-
duras

micro
biana

micro
biana

micro
biana

Hongos

bacte= -

rias

Hongos
Bacte-
rias

Papaya
Pina
Higos

Micro
bianas

VTSC_@_,
ras

Eliminacidn de la cristali
zacidn de la lactosa. -
Estabilizacidn de proteina
de 1a leche por elimina -
cién de la lactosa,

Degradacidn de celulosa en
el secado del café

Eliminaci®n del caricter
granuloso de peras-
Pelado de duraznos, toma=-
tes, etc.

Transformacidn de desperdj
cios, papel y aserrfn en
materiales nutritivos,
Rompimiento de paredes ce
lulares para liberacidn de
proteinas, Ablandamiento de
materiales vegetales,

Degradacibén de glliten, pro=
duciendo masas extensibles

suaves, de mejor movilidad,
pan de mejor textura y ca-

1idad, Reduce el tiempo de

mezcla y libera la beta a-

mi fasa,

Mejora las caracterfsticas
de proteinas, Elaboracidn
de pasta de soya fermentada
y bebidas japonesas

Ablandamiento de carne

Fabricacidén de hidroli-
zados de proteinas (re-
cuperacién de proteinas
de huesos, gllten, soya
desechos de pescado. etc)

- Produccibén de aceites

al separar la proteina
Estabilizacidn de la cer
veza fria al precipi -

tar proteinas, favorece

el sabor, cuerpo y filtracién

Hidrélisis de la kappa
caseina formando la le-
che cuajada, Desarrollio
de sabor del queso duran
te su afiejamiento,

11
10

12

73,78,91
91

27,76,91

27,91

27,78,91

64,87

64,78,79
91

5,43,58
6h,76,78
79,86.91

2,6k, 73
76,78,79

QQ. .



Prote Varios |Mejora las caracterfsticas 7 64,79,91

asas del secado de huevo,
Protea | Varios [ Tratamiento de productos 14 | 64,78,91
sas ~ | protefnicos de desecho

para convertirlos en ali=
mentos para ganado,

Lipa Leva- Hidrélisis de 1fpidos (a- 9 91
sa dura ceites y grasas) a glice-
Hongos rol y &cidos grasos,
Bact.
Lipa leche Anejamiento para prod, quesd 13 | 43,78,90
sas
Lipoxi | soya "Blanqueo de la harina 3 43,78
genasa
Estearg fruta Seleccidn del momento de 6 90,76
sas cosecha, tiempo de almacén
y condiciones de proceso
Alina cebolla | Actha sobre precursores del 7 90
sa berro sabor momentos antes de su
ajo consumo al hacer cortes al
alimento, ’
Amila Bacterial Modificacidn del almidén pa 15 | 43,80
sa na ra revestimiento de papel
Eliminar apresto de telas 16 | 43,80
Quitar empapelado de pared, 7 L3, ’80

Producir almidén que se hine 17 | 43, ’80
cha en frio para lavanderia)

Prote Bacte= | Eliminar apresto de telas 16 | 43
asa riana Macerar y depilar pieles 18 | 43
Hongos Desmanchar ropa 17 | 43
Recuperar plata de las pe- 19 | 43

1fculas usadas,

Las industrias se indican como sigue: 1,Cervecerfa, 2. Bebi-

das destiladas, 3, Panificacidn, L, Fabricacidn de Jarabes
5. Confiterfa, 6. Frutas vy vegetales 7. Diversas, 8. Fabrlca
cidn del cafe 9, Produccidn de aceite, 10, Lacteos 11.Pos~

tres y helados 12, Industrias que usan cerea]es 13, Quesos
14, Alimento para ganado 15, Papelera, 16, Textil, 17.La-
vander:a 18, Papelerfa, 19, Fotograflca
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A, ENZ IMAS

Las enzimas utilizadas para el desarrollo de

las précticas son las siguientes:

Enzimas obtenidas .en el laboratorio

- = PROTEASA
.= = LIPASA

- = AMILASA

- = INVERTASA

- = CELULASA
= = PECTINASA

50



Enzimas comerciales

NOMBRE COMERCIAL .

NOMBRE DE LA ENZIMA | FABRICA ., | UNIDADES
AMILASA BACTERIANA TENASE ENMEx  P0370000
;LUCOAMILASA FUNGAL DIAZYME ENMEX 100 DU / g
’ROTEASA BACTER!ANA H.T.PROTEOLYT}C ENMEX 200 N U/g
ROTEASA BACTER IANA BREW-N=-ZYME ENMEX 700 N U/g
ENINA MARZYME ENMEX 90-92%
i 800UHB/g
}Eé%éiéAFUNGAL Y PANZYMA ENMEX  [350SKB/g
ENZ IMAS Y
'ECT INASA PANZYM PRODUCTOS (*)
QUIMICOS,
' ENZIMAS Y
EMICELULASA S e = o. PRODUCTOS (*)
QUIMICOS,
: ENZ IMAS Y
ANCREAT INA FUNGAL - waw PRODUCTOS 2k NF
QUIMICOS.
ENZ IMAS Y
MILASA FUNGAL Y P.A.F.375 PRODUCTOS ;888 36?
ROTEASA FUNGAL sftel e QUIMICOS,
ZCTINASA - ow o TRAVENOL ¢*)
WERTASA e = = oa TRAVENOL (*)
\PAINA o e w o. TRAVENOL (*)
TTCASA PANCREATTCA
YOTEASA PANCREATICA RE BIOQUIMICA
'PASA PANCREATICA PANCREAT [NA NARVEL LNF

(*) =

NO SE PROPORCJONARON DATOS




MW.U,

52

Definicidn de unidades

Cantidad de enzima que dextriniza 100 mg de almid8n
soluble en 30 minutos bajo tas condiciones de ensa-

yo (ENMEX),

Cantidad de enzima que cataliza la produccidn de 1 g,

de glucosa en | hora bajo las condiciones de ensayo
( ENMEX).

Cantidad de enzima que hidroliza 40% de 1 litro de
sustrato de casefna en 60 segundos bajo las condi -
ciones de ensayo, (ENMEX).

150 M.W.U, {ENMEX),

Actividad Amilésica:

Cantidad de pancreatina que digiere 10 mg de almi =
dén de papa seco (Reference Standard) bajo las con-
diciones de ensayo (NATIONAL FORMULARY).

Actividad Lipésica:

Cantidad de pancreatina que libera 1,0 microequiva~
lente de &cido por minuto a pH 9 a 37% bajo las con
diciones de ensayo, (NATIONAL FORMULARY),

Actividad proteésica:

Cantidad de pancreatina que digiere 10 mg de case-

fna bajo las condiciones de nesayo (NATIONAL FORMULARY)

1,22 X H,U, (ENMEX)
1450 H,U, (ENMEX)
Se sugiere emplear los métodos descritos en las préc

ticas No.,! y No.2 ,



B. SUBSTRATOS

CARBOH ] DRATOS

« =« Almidén

"« - Sacarosa

- = Carboximetilcelulosa (CMC)
= = Pectina citrica

= =« Glucosa

PROTE INAS
- - Casefha

- = Grenetina

LIPIDOS
- = Mantequilla
= = Aceite de Olivo

- - Aceites Vegetales

53



C. MICROORGAN | SMOS

HONGOS

- = Aspergillus niger.

LEVADURAS

- = Saccharomyces cereviceae -,

BACTERIAS

- - Bacillus subtilis,

54



D, MATERIAL Y EQUIPO DE LABORATORIO

. MATERJAL

EQUIPO

Frascos de boca ancha

Cajas Petri, tubos de ensayo
tubos. de vidrio

Viscocfmetro, densimetro

Pipetas vol y graduadas¥
(0.1,1.5.10,20,25,50 ml)

Buretas, frascos con tapén es
merilado, cuerpos de ebullicidn
matraces eelenmeyer(250,100,500 ml) -
matraces aforados(lOO,ZSO,Sdé%l).
agitadores, pinzas, gendarmes
Vasos de p.p. (50,100,250,500 ml)
embudos, mechero, tripi&, soporte
porta y cubre objetos

papel alﬁminio, filtro, indicador
algoddn, goteros

gradillas, espdtulas, termdmetro
Pfcnémetros, crondmetro

tapones, mangueras, pinzas de mohr

vidrio reloj.

Potencibmetro

Refractbmetro

Colorfmetro
Espectofotdmetio
Agitador magnético
parrilla eléctrica
Polarimetro

Estufa

Bafo de agua

Cémara de refrigeracidn
Manémetros

Balanza

Equipo de Vacio
Bombas de Aereacidn
incubadora
Licuadora
Microscopio
Autoclave

Centrifuga




E. SUBSTANC IAS

Carbonato de sodio
Tartrato doble de Na y K
Sulfato de sodio
Bicarbonato de sodio
Arseniato de sodio heptahidratado
Acetato de sodio
Hidréxido de sodio
Metabisulfito de sodio
Benzoato de sodio
Cloruro de sodio
Tiosulfato de sodio
Bisulfito de sodio
Fluoruro de sodio

Acetona

Etanol

Metanol

Propanol

| sopropanol

Elcohol polivinflico
Alcohol decfilico

Fenolftalefna
Rojo de metilo
Naranja de metilo
Azul de metileno
Azul de bromotimol

Acido sulfirico

Acido cftrico

Acido clorhidrico

Acido acético

Acido nitrico

Acido 3,5 dinitrosalicilico
Acido succinico

Acido galacturdnico

Acido tricloroacético

Glicerol -
Propilénglicol
Sorbitol

Fenol

Tween 20

Sulfato Clprico
Sulfato de amonio
Diisopropil fosfato
Cloruro de plata
Cloruro de mercurio
Cloruro de calcio
Molibdato de asmonio
EDTA )

lodo resublimado
Urea

Hidréxido de potasio
loduro de potasio
Permanganato de potasio
Agua oxigenada

Goma arébiga

lodoacetamida
p-mercuribenzoatos
lodobenzoatos
N-etilmaleimida
Cianuro de potasio
Cistefna

Glutatién

Duolita
Amberlita
Sephadex
Acrilamida
Sepharosa
CMC
Coléageno
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PRESENTACION DE LAS PRAbTICAS

ldentificacidn de Enzimés'

Determinacidén de Actividad Enzimatica

Activacidén e Inhibicidén de Enzimas

Pruebas de Precipitacidn Enzimatica

Estabilizacidn y Purificacidn de Enzimas

Obtencibén de Enzimas por Induccidn Microbiana

Aplicacidn de Enzimas a los Alimentos

1. Aplicacidon a los Alimentos de Enzimas
Comerciales e Inducidas en el Laboratorio

2, Inhibicidn de Enzimas Presentes en los
Alimentos

3, Activacién de Enzimas Presentes en los
Alimentos

L, Medicién del Contenido Enzimético como

Indice de un Proceso,.
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B,.  DESARROLLO DE_LAS PRACTICAS

PRACTICA No, 1% IDENTiFICACION DE ENZIMAS

BASES TEORICAS

) Las enzimag, como todo catallizador, aceleran la velo = °
cldad de una reaccidn sin afegtar su constante de equilibrio
Por 1o general acfuan a temperaturas inferioreg que log =
mismos y estéin b&sicamente constituidas por proteinas; en o-
casiones, contienen un componente no protéico (COFACTOR), .
que puede estar pepresentado por un garbohidrato, fosfatos,
1fpidos, iones met&licos o pequefios residuos moleculares ==

orgénicos, Los cofactores pueden ser de tpes tiposz GRUPO

PROSTéTlCO, COENZIMA O ACTIVADOR METALICO, Guando un bioca
talfzador contiene un cofactor, se llama APOENZIMA a la par
te protéica y HOLOENZIMA al conjunto de la APOENZIMA y el
COFACTOR,

Las enzimas generalmente presentan especificidad de =
afupo, o séa, pueden actuar sobre un grupo general de com =
puestost sin embargo, a veces la especificidad es tan avan-
zada que la enzima tan solo puede atacar a un fnico substra-

to,



Las enzimas pueden dividirse en clases de acuerdo
a diversos sistemas, Algunos de los posibles mé&todos de cla

sificacidn se enumeran a continuaci8n,

1. Lugar de acci8n (extracelular o intracelular)

2, Orfgen de la enzima (vegetal, animal o micro-~

biano)

3, Composici8n qufmica (proteina é?mple, metalo-

prboteina o globular conjugada)

L, Tipo de reaccién catalizada (hidr8lisis, oxi-
dacién, dismutacidn) '

5. Substrato tfpico afectado (carbohidrato espe-

effico, 1fpido, ete),

La Comisidn Internacional de Enzimas, en el Simpo-
sfo de la Unién Internacional de Bioquimica efectuado en 1961

acordd reglas especfficas para la clasificacién de enzimas,

La Gomisién propugo sefs clases principales basa-
das en el tipo de reaccldn catalizada, con ulterior subdivi=
sién basada en la naturaleza de la reaccidn catalizada y el

tipo de enlecé que se forma o que se rompe, Las seis clases

sont OXIDOREDUCTASAS, TRANSFERASAS, HIDROLASAS, LIASAS,
ISOMERASAE, L 1GASAS,
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La identificacidn de enzimas se puede realizar de
manera cualitativa observando su accidn sobre diferentes sus
tratos por medio de cambios en el color, viscos'’dad, acidez

y otros, De ésta manera se tienet

- Las proteasas actlan sobre las proteinas tales

comos grenetina, caseina, hemoglobina, etc.

- Las lipasas reaccionan con sustratos de mantequi-

1la, aceite de olivo y, en general, aceites vegetales,

- Las carbohidrasas hidrolizan almidén, sacarosa,

pectina, hemicelulosa y otros,

Se debe tener especial cuidado en la seleccidn de
los factores que afectan la catélisis enzimética como el pH,
la temperatura, la concentracidén de sustrato, presencia de

activadores e inhibidores, etc, (10,20,25 Lk3,651,61,87),
OBJETIVO

E1 alumno identificard 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 &1 por medio de su
sitio activo, el cual presenta una especificidad estereoqui-
mica estructural, efectuando una sola reaccidén o un grupo de
ellas muy similares., Cuando se pueden efectuar varias reac- -
ciones, la enzima acelera solamente una de ellas dejando re--
zagadas a las demds debido a su caracterfstica de ser catal}
zador directivo, En éstas propiedades se basaﬁ las reaccio=

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

PROCEDIMIENTO

El andlisis de identificacidén de enzimas se realiza
rd de la siguiente manera:

1. Preparar diferentes sustratos para probar la
accién de la enzima a identificar (almidén, sacarosa, gela--

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

2
2. ldentificar la enzima siguiendo los métodos de
identificacidn de enzimas,
3s Reportar los resultados obtenidos y las obser-

vaciones necesarias,



METODOS DE ANALISIS

A, DISCUSION DE LOS METODOS DE ANALISIS

Los métodos pueden ser cualitativos o cuantitati-
vos, Entre losg diferentes tipos de parfmetros medidosApara

ddentificar enzimas se puede mencionars

, *
1, DESARROLLO O PERDIDA DE COLORACION: Se basa en

la gparicibn o pérdida de color de un indicador determinado

cuando se ha efectuado la hidrdlisis parcial o total del sus
trato, Un ejemplo ilustrativo podrfa ser el desarrollio de co
lor azul de soluciones de Jodo frente a sustfatos de almiddn

y la desaparicién parcial o total cuando actlia la amilasa,( 74,
82).
, ) %
2, DETERMINACION DE CAMBIOS EN LA VISCOSIDADz Se

basa en la medida de la disminucién o aumento de la viscos]
dad del medio de reaccidn después de efectuada la hidr81isis
o la sfntesis, Esta medicién se puede efectuar por medio de

un viscostmetro o por observacidn directa del sustrato sobre
el que actfia la enzima, Un ejemplo es la disminucién de la vis
cosidad del almiddn, grenetina, pectina y CMC cuando ha actua
do sobre elloss amilasa, proteasa, pectinasa y celulasa respeg

tivamente, (74,82)
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*
3, MEDICION DE CAMBIOS EN EL pHs En &stas técnicas

se miden los cambios producidos en el pH de la solucidn an -
tes y despuds de actuar la enzima debido a la liberacidn de
grupos Ht OH", Las mediciones se pueden realizar potencgio=
métricaﬁente, por medio de titulaclones, con papel pH o utl -
1fzando indicadores con zona de vigaje conocida y limitada,
E1 caso de los 8cidos grasos liberades por la aeccién de una
1ipasa sobre un 1fpido puede ilustrar &ste tipo de pruebas, (9)

*
L, MEDICION DE ZONAS DE HIDROLISIS: Esta prueba

estd fundamentada en el hecho de que al actuar una enzima so
bre un sustrato colocade en una caja petrl, dejar§ una zona
clara o HALO que se puede medir fécilmente y que indica la
accidn de la enzima de una manera clara, Esta prueba se puede
verificar para proteasas, carbohidrasas y 11pasas,.(53)

*
5. BEFERMINACJOGN DE CAMBIOS DE ESTADO:z Se funda-

menta en la aparicidn de un producto en un estado diferente
al del sustrato orlginal, como sucede en el cambio de leche .

a casefna precipitada bajo 1a accién de la renina, (2,82),

6, DETERMINACION DE AZUCARES POR EL METODO DE FEH-=

*
LINGs Se basa en la reduccién del Cu (11) por accidn del gru

po aldehido Tibre de los monosacéridos, La sacarosa es un azl
car no reductor que por la accidn de la Invertasa produce glu
cosa y fructosa (azlicar invertido), las cuales por tener gru-
pos aldehido Tibres son azficares reductores y verifican la .

reaccidm, (71)



66

B. DESARROLLO DE LOS METODOS DE ANALISIS

*
1. Desarrollo o pérdida de coloracidn (AMILASA)£74)

Reactivos:

- Buffer de &cido acético 0,02M, ajustar a pH S con
NaOH,

= Solucidn i-IK'¢t 500 mg de iodo resublimado y 5g
de IK se disuelven en 100 ml, de agua. El reactivo de traba
jo es 1 ml, de la solucidn anterior en 100 ml, de agua (Pre-
pararla el difa de la practica). 7

~ Solucidén de Almidbn: 200 mg. de almiddn soluble
se disuelven en 100 ml, de Buffer de acetatos 0,02M pH5, Her
vir la solucidn con agitacidn durante 2 min. Enfriar,

= Solucidn de enzimas 0,1 ml, de enzima en 10 ml,

de Buffer de acetatos pH 5,

Técnicas

Colocar en un tubo de ensayo 10 ml, de solucibn de
almiddn (SUSTRATO), & ml. de enzima, Dejar actuar la enzima
15 min. a 35°C. Revelar con 8 ml, de la solucién de I-1K, Ob
servar contra un testigo preparado de ifgual manera pero sin

adicidn de enzima. Hacer la prueba por duplicado,
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Resultados:
Al observar el"blanco, éste aparece coloreade de
aztl. Los tubos con la enzima permanecen translicidos, lo

que indica. la accidn de las amilasas sobre el almidbn.

2, Determinacidn de cambios en la viscosidad: (PRO

*
TEASAS) {(7h)
Reactivos:

- Solucidn de grenetina al 4%, pH &.5

-' Solucidn de enzima: 0.1 ml de enzima en 10 ml,
de Buffer de acetatos pH 5,

Técnicas \

Colocar en tubos de ensayo lo ml, de gelatina, Afa-
dir la enzima (4,6,8,10:m1.,) Incubar a 40°C por 30 minutos.
Sumergir los tubos después en agua helada o hielo, Realizar
un blanco sin afadir la enzima,

Resultados:

La gelatina sin hidrolizar solidificar&, mientras
que la gelatina hidrolizada permanecerd liquida.
Observacidn:

No agitar los tubos mientras estd liquida la gela-
tina porque puede provocarse errores al mezclarse la gelatina

hidrolizada con la intacta y solidificar,
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2,A. Determinacidn de cambiosde viscosidad, (PECTINASA)

[N

Reactivos:
- Solucibn de pectina al % pH &L.,5
- Solucibn Buffer de acetatos pH 4,5

P

- Solucidn de enzima ( 0.1 ml 6 1 mg/ 10 ml buffer)

Técnica:

En un viscosTmetro perfectamente limpio y seco, se
hacen pasar 10 ml, de solucidn de pectina a BSOC, determinan
dose el tiempo de flujo con crondmetro, Hacer la misma operg
cidn 3 veces para tener un valor promedio del testigo.

10 ml, de solucidn de pectina se adicionan con 5 ml
de enzima y se incuban a 35°C durante 15 min. Se toman 10 ml,
del digerido y se hacen pasar por el viscosfmetrp perfectamen
te limpio, toméndose el tiempo de salida de flujo con crond-
metro, Repetir la operacibén 3 veces para obtener un valor pro
medio, Realizar la misma operacibn usando 10 ml, de agua a

35%,

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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%*
3., Medicibn de cambios en el pHs (PROTEASAS) (9).

Reactivoss

- Solucidn de caseina al 2% , pH 5

- Solucibn Buffer de acetatos pH 5,

- Solucidn de enzima (0,1 ml & 1 mg/10 ml de buffer),

= Solucidn de NaOH O, 1IN

- Solucidn de formol al 4O%

- indicador de fenolftalefna,
Técnicas

En dos matraces se colocan 10 ml, de Easeina. Uno
de los matraces se titula con hidréxidorde sodio O,IN consti
tuyendo la prueba testigo, Al otro matr8z se le agregan 2 ml
de solucidn de enzima incubandose a 35°C durante 30 min,
La enzima es inactivada sumergiendola en un bafio de hielo o
bien en un bafio a ebuliicidn, Posteriormente se le agregan
10 ml, de formol al k0%, Agitar varias veces y dejar reposar

Titular con NaOH O, IN,

Resul tados
El aumento de acidéz con respecto al testigo indica

una prueba positiva,
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L, Mediciébn de zonas de hidrdélisis (LIPASAS) (53)

Reactivos:
= Solucidn saturada de sulfato de cobre,
; Solucidn de enzima a pH 6,3 (0,1ml1/10ml)
- Solucidn de agar al 1.5%

= Mantequilla o aceite de olivo,

Técnica:s

Fundir el agar. Colocar en una caja de Petri 30 mi.
de agar fundido y 1 ml, de aceite de oliva. Mezclar y dejar
solidificar, Posteriormente adicionar 3 ml. de la solucién:
de enzima, Incubar durante una hora a 35°C, Al finalizar el
perfodo de incubacidén detener la reaccidén colocando la caja
en un bafio de hielo y adicionar 5 ml, de la solucibn satura
da de sulfato de cobre, Dejar reposar durante 4;5 minutos,
eliminar el exceso del reactivo y observar, Correr un testj

go sin adicionar enzima.

Resul tados:

El resultado es positivo si se presenta una zona

de color azul-verdoso, En caso contrario serd negativo,

*
5. Determinacién de cambios de estado (PROTEASAS)(7L4)

Reactivos:

10 ml, de leche

Soln, de enzima pH 5 (0,1m1/10 ml)
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Técnica:

Colocar 10 ml, de leche en un tubo de ensayo y lle
var a Bafio Marfa a 40°C hasta que se estabilice la temperatu
ra, Agregar | ml, de la soluciédn de enzima, Dejar actuar du-

rante 10-15 minutos, Observar los resultados,
Resultados:
La coagulacidén de la leche indica una prueba posi

tiva,

6, Determinacibén de azicares reductores por el mé-

todo de Féhling. (71}

Reactivoss ;

= Solucidn de sacarosa al 10% pH b.6 (200 ml),

- Solucidén de enzima: 0.1 m1/10 ml de buffer oHL,6

. Solucidn buffer de acetatos pH L.6

- Solucidn A de Féhling: disolver 34,639 g de CuSOy
5Ho,0 y 12 g de MgSO, en agua y llevar a 500 ml. Filtrar s
es necesario,

- Solucidn B-de Féhling: disolver 170 g de tartrato

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

mi, Filtrar si es necesario,
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- Azul de metileno al 2%
Técnica:

Colocar en dos matraces erlenmeyer 100 ml. de la so
lucidén de sacarosa en cada uno, El matrdz A se adiciona con
10 ml, de la solucidén de enzima y ambos se ponen a incubér a
40°C durante 15 minutos, después de lo cual se reduce !é ac-
tividad enzimdtica 1levéndolos a un bafio de hielo., Se orecipi
tan las protefnas con subacetato de plomo y oxalato de potasio
(71). Se filtram las soluciones y se coloca una de ellas en
una bureta, Por separado, se prepara un matrdz erlenmeyer que
contiene 5 ml, de la soluciédn Ay 5 ml., de 'a solucidén B de
Féhling, 50 ml, de agua‘desti]ada y cuerpos de ebullicién, Se
calienta a ebullicidn y en éste momento se empieza a afiadir
la solucidén de la bureta, Cuando casi todo el reactivo ha pa
sado del color azul al rojo ladrillo {(precipitado de Cu28),
se le adicionan unas gotas de aziil de metileno y se continfa
agregando la solucidn azucarada, muy leﬁtamente, teniendo la
precaucidén de que el reactivo no deje de estar en ebullicidn,
E1 final de la reaccidén se comprueba sacando breves segundos
el matrdz de la fuente de calor y observando la parte supe:
rior del 1fquido que debe ser incolora y el fondo con un pre
cipitado rojo ladrillo, Se repite la operacidn con la solu :
cidn gue no contiene enzima (SOLUCION PATRON)..

Resultados:
La aparicidn del precipitado rojo ladrillo indica

una prueba positiva. Reportar los resultados y observaciones,
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CUESTIONARIO

1. {Qué ventajas presenta la identificacidn de en-
zimas en los alimentos{? Mencione 5 ejemplos de presencia de
enzimas en los mismos.

2, ¢ En qué se basan las técnicas de identificacidn
de enzimas proteolfticas, amilolfticas y lipoliticas?

3. ¢ De qué manera afectan el pH y la temperatura
en la identificacibn de enzimas?

4, ; Cuéles son las teorfas acerca de la unién de
la enzima con el sws trato?

5. ¢ A qué se debe la aparicién de color azul en
el almiddn cuando se adiciona el iodo?¢ Cual és el componente

responsable de &sta coloraciénl Explicar claramente

OBSERVACIONES

1. Las pruebas de desarrollo o pérdida de color

se pueden realizar en medios s8lidos o 1fquidos,
'2, Los cambios de viscocidad se pueden medir por
comparacidn visual con un sustrato sin enzima o por medio de

viscosimetros,
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3, En la medicidn de zonas de hidr8lisis se acon
seja poner en el sustrato una sustancia cromogénica de mang
ra que al efectuarse la hidr8lists aparezca una zona clara

bien diferenctada,

L, Las técnicas descritas son solamente algunas
de las que se pueden realizar en el Jaboratorio, Se deja
al criterio del alumno, el uso de las mismas o el disefio de
otras similares bajo la asesorfa de su profesor de précti -

Cas,

5. Para la realizacidn de esta préctica en el ler
ciclo, el maestro proporcionard al alumnc al! menos 3 enzimas
diferentes para due &ste las identifiique comos amilasa, in =
vertasa, pectinasa, hemicelulasa, amiloglucosidasa, proteasa

o lipasa, aplicando los métodos de identificacién necesarios,
BIBL IOGRAF {A

4!893715397"",‘7,7],9]
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PRA&T]CA No, 23 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

BASES TEORICAS

Lag pruebas de actividad enzimltica se basan en la
medici8n de algvna trangformacidn operada en el susbrato o
de la formacién de algln compuesto como producto de la reac =
cidn, Se deben investigar factores como pH, temperatura, con
centracion de enzima, nivel de humedad, presencia de inhibi-
dores y/o activadores en el medio, presencia de radiaciones
fuerza i16nica y presidn entre otros, para que la actlvidad

enzimftica se desarrolle en Bptimas condiciones, (43,91)

La ¢indtica enzimitica estudia las velocidades de
las reaccidnes catalizadas por enzimas, Es conveniente, tener
conocimiento del tipo de reagciones que se desarrollan en ~-

procesos catalizados por ellas, Estos pueden sers

1, REACCIONES SIMPLES

La reaccidn mas sencilla para un proceso cataliza-

do por una enzima corregponde a3

-

ENZ IMA +  PROVUCTOS
(E) (P)

ENZIMA (E) + SUBSTRATO (S) ? COMPLEJO ENZIMA %UBSTRATO
. E )

S
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2, REACC]ONES DE ORDEN CEROC

Las velocidades de las reacciones catallzadas por

enzimas son de orden gero (con respecto al sustrato) guando
lJa enzima se encuentra saturada con el sustrato y la canti-
dad del producto formado por unidad de tiempo resulta depen-
diente de la concentracifin de la enzima,

(Eo) K = (P)/t = Ky
en donde K5 (constante observada de la velécidad de reacci8n)
es una constante que cambia con la concentracidn de la enzima
mientras que K es una gonstante verdadera independiente de
dichd valor, La velocidad de reacciédn de orden cero es inde~«
pendiente de la coﬁcentraci&n del sustrato, Su formula general
phede escribirse gomo sigues

g8 = Ky = KO
en la que 6Jes la concentracidn inicial que decrece con el tiem

Po. (20,35,51,57)

3. REACCJONES DE PRIMER ORDEN

Las velocidades de las reacciones catalizadas por
enzimas son de primer orden (con respecto al substrato);cuag
do la enzima se encuentra saturada con el sustrato en propor=
ciones menores al 5% y la velocidad de la reaccibn observada
resulta dependiente de la concentracidn de enzima y sustrato,

(Eg) K = (2.3/t) log (S,)/ (8) = &,



77

En uns gréfica del producto formado contra el tiem
po de una reaccibn tipica catalizada por enzimas, se obten -

drd una curva semejante a la de la figura:

el

(Producto ,]

Tiempo (seg) —s-
Labprimera parte, conocida con el nombre de estado
preestable, 'corresponde a un perfodo de tiempo corto en el
que se equilibran las reacciones correspondientes a la ecua

cidn generals

K1 K3
E+S——"—""!ES"“—‘—"“"!E+P
K K
2 L

La segunda parte, corresponde a una reaccidn 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 reaccidn de primer orden, ya que factible
mente su pérdida de velocidad se debe a que 1a enzima se en-

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

Velocided s

g Lo o

Temnerature — -

Las reacciones enzimiticas son sensibles a los cam-
bios de temperatura, Sin embargo, debido a la ﬁaturaleza pro
té}ca de las enzimas, la desnaturalizacidn térmica de éstas,
causada por la elevacidén de la temperatura, hard que disminu
ya la concentracidn efectiva de ellas y por tanto la veloci-
dad de la reaccién, Hasta quizés unos 45°C el efecto predomi
nante corresponderd a un incremento en la velicidad de la reac
cibén, No obstante, arriba de esa temperatura, el factor de =
desnaturalizacidén térmica adquirird cada vez mas importancia
hasta que, a unos 55°C, el proceso se acelera y destruye la
funcidn catalftica de la protefna enzimdtica, En la figura,

() representa el aumento de la velocidad de la reaccidn como

o

funcidn de la temperatura; {b) representa la disminucidn en
la velocidad de la reaccidén como una funcidén de la desnatura

lizacidén térmica de la enzima (20),.
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EFECTO DEL pH

Los cambios de pH afectan de manera notable el ca-
récter f&nico de los grupes amino y carboxTlico de las enzi~
mas, 1o que modifica marcadamente el sitio catalftico y en -
general su conformacién, Los cambios de pH ademfs, pueden de-
terminar una deshaturalizacidn considerable que también condu

ce a la inactivaci®n enzimética.

Como se puede observar en la figura, se obtiene una
curva acampanada con un méximo relativamente estrecho y con -
pendientes decrecientes a ambos lados, La plataforma o estra-

to mas elevado se 1lama pH Sptimo, (201

pH dotimo

reaccidn —a=

Velocidad de la

OH ——m
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OBJETIVO

E1 alumno cuantificar8 1a accién de la enzima go =

bre un substrato determinado,

FUNDAMENTO

Los m&todos empleados para cuantificar la activi :-
dad de una enzima se basan en la medicidn de propiedades reo-
16gicas, desarrollo del color, voilimenes necesarios para rea-
1izar reacciones 8¢ldo~base, formacidn de precipitados, reac
ciones de &xido=reduccidn, cambios en el pH, rotacidn Sptica

y otros,

PROCEDIMIENTO

1, Determinar la actividad enzimftica siguiendo
el método de actividad enzimdtica apropiado al tipo de en -

zima del que se trate,
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2, Reportar los resultados obtenidos para la cur-
va patrdn desarrollada, asi como la actividad enzimdtica en
cantidad de sustrato hidrolizado o de producto obtenido por

unidad de enzima utilizada.

Una unidad de enzima es la cantidad de enzima que

cataliza la conversidon de un micromol de substrato for minu
to bajo condiciones de ensayo definidas (temoeratura, pH, ti

po de sustrato, etc), (20,78,91)

La Unidad de Actividad Enzimética (UAE) se defines

UAE = micromoies de producto [/ minuto/ mg de protefna

La Actividad Especifica (AE) estd dada por la rels -

UAE x ml

AE mg proteina

La Potencia Enzimdtica (PE) es:

PE = UAE / mi / tiempo




82

4 ”’
METODOS DE ANALISIS

A DISCUSIGN DE LOS METODOS

CARBOH I DRASAS

. :
1, Dlsminucidn del color con iodo (53) 8 Se funda

menta en la produccidn del color azdil por medio del fodo en
el enlace C«H de Ta estructura helicoidal de la amilosa,

2, Aparicibn de azflcares reductoress Las técnicas

se basan en la determinacién de azlicares reductores formados
a partir de 1a hidrélisis del carbohidrato por accién enzimé-
tlca, Existen varios métodoss

*
- M&8todo de Bernfelids (9,19) Desarrollo del color

frente al 8cido 3,5 dinftrosalicflico en medio fuerte alcalino,
3 B

« M&todo de Nelgon=Coopers (47,68,74) Medicidn es =

pectrofotométrica de la reaccidn de grupos aldehfdicos o cetd
nicos con el hidréxido de cobre en medio alcalino,
*

~ Determinacién de iodimetrfas (8) Se basa en la va

loracidn de los grupos reductores mediante soluciones de fodo
y 1a determinacibn del iodo mediante solucién de tiosulfata

de sodio,
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- ME&todo Volumétrico de Lane Eynon: Se fundamenta

en la oxidacidn del grupo aldehfdico dando lugar a la forma
cidn de un &cido y la reduccibn delCcu*t a Cu™ en un medio
bastante alcalino, (9)

k4
= Método de Fehling: Se basa en la oxidacidn de

la glucosa y la formacidn de 8xido cuproso rojo insoluble,(71)
: ¥*

3. Cambio de 1la rotacidn 8ptica: Se basa en la

disminucidn del poder 8ptico rotatorio-.a medida que transcu=

rre la hidrélisis. (37)

En la actividad de carbohidrasas, la reaccién de co
lor con el iodo no da el nﬁme?o‘de enlaces rotos, De los mé =
todos basados en la épg}icién de grupos reductores el mejor
es el del &cido 3,5 dinitrosalicilico ya que relaciona la ac
tividad especffica con los equivalentes de reductores forma=-
dos. Es independiente de la enzima utilizada, mientras que en
los demds, el fndice medido varfa segéin la enzima utilizada.
Los métodos volumdtricos son los mas conocidos, siendo el de
Fehling uno de ellos. Tienen la desventaja de que requieren-

mas tiempo para su realizacibn, (o1)

PROTEASAS:

1. M&todo volumdiricos Se basa en la estimacidn de

los grupos amino y carboxflico liberados al efectuarse la hi-

drélisis de la proteina.



- Titulacidn carboxf®ica de SBrensen: Se fundamen=

ta en el bloqueo de los grupos amino por la adicién de for-
maldehfdo y 1la titulacidn de los grupos carboxflicos con

hidroxido de sodio usando fenolftaleina como indicador, (£,9),

2, M&todos fotocolorimétricos: Se basan en la me
dicidén fotométrica de la intensidad del color desarrolliado
por la protefna cuando reacciona con reactives especialés y
en’ la comparacidn con soluciones patrones de concentracion
protéica conocida,

- Método de Biurets Se basa en la disminucibn del

‘color plrpura formado al tratar la proteina con Cu++ en me -
dio alcalino desarroll8ndose un complejo tipo quelato, (9,74)

- Método de Lowry: Se fundamenta en la reduccidn

de un reactivo de fosfomolibdato=tungstato por los restos de

tirosina y triptofano presentes en un complejo cupro-alcalino
para dav otro complejo de color azul-viol&ceo cuya intensidad
es proporcional a la concentracién de protefna y puede medir-
se fotométricamente, a 660nm. (28,74) -

3. Mé&todos espectrofotométricos: Se basan en la de

terminacidn de la concentracidn de proteinas en solucidn en
base a la medicidn de la absorlzancia a determinadas longi -
tudes de onda por la presencia de enlaces peptidicos, pre =

sencia de aminofcidos bencénicos y otros, { 280nm) (7hL),

L, MEtodos electroforétimgos:

- Método de la Ninhidrinas se basa en la separa -

. . 4 . .
cidn por electroforésis de las proteinas o sus amino8cidos al

reaccionar &stos con el nitrdgeno terminal de ninhidrina y
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formar compuestos coloridos, (9)

5, Oxidacidn del 8cido crdmicos (91) 8 Se basa en

el decremento de absorbancia a 440 nm, producida por el cam ~
bio de color (de amarillo a verde), del &cido crémico que -

se reduce a Crzo3°

Las protefnas se deben desnaturalizar si est8n en
su forma nativa, empleando &cido o de preferencia urea 6M y
después neutralizando para poder emplearias como substrato,
Por lo general se emplea: casefna o hemoglobina-urea &cida -~
desnaturallzada, En las determinaciones volumétricas los -
cambios de pH se pueden determinar por titulaciones o con el
#so de un potencidmetro, En los primefos, se requieren alf -
cuotass en el caso del potencidmetro, el método es contfnuo

y requiere menos tiempo, {(91),

En las determinaciones fotocolorimétricas, el méto
do de Fowry es el més sensitivo de todoss requiere de 10 a -
LO microgrames de protefnas puede haber interferencia con gru
pos fendlicos cuando se trabaja con material vegetal, E1 m& «
todo de Biuret necesita para su ejecucidn de 1 a 5 mg de pro-

tefna, es sencillo pero no d& el nfimero de enlaces rotos, en

las lecturas a 280 nm, En la determinaci®n de enlaces peptf -
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~bles, E1 rango de protefna es de 100 microgramos por ml, TieQ
ne la desventaja de que gomo determina aminod&cidos arométicos
puede haber variacién de una protefna a otra, Utilizando nin
hidrina no es tan sensitivo y hay que tomar alfcuotas, En ia

oxldacidn del 8cido crdmico pueden presentarse interferencia s
por la presencia de carbohidratos, La proteina sin hidrolizaf
se separa del med%@ de reaccién empleando 8cido tricloroacét’

co (TCA), (91),

LIPASASs

1. M&todo potenciométrico, (78)2 Se basa en la me-

dicidn de la disminucidn del pH por la liberacién del prot8n

de los &cidos grasos producidos durante la hidr8lisis,

2. Método de Sf]ica~Ge] (5347853 Se basa en la ex

tracci8n de los &cidos grasos libres en una columna de sflica

gel y su titulacidn con &lcalf,

3, M@todo de reducecidn de la tensi8n,sunarf?cia](78)

Se basa en la medida de la reduccidn de la tensidn superficial
por la liberaci8n de los &&idos grasos libres debido a la 1i-

pdlisis, la cual es relativa a la concentracidn de la enzima,
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L, M&todo de Warburg: Se basa en la medicidn del

CO, producido al reaccionar los dcidos grasos liberados en
la 1ip8&lisis con bicarbonato de sodio, (78)

5. MEtodo de turbidimetria: Se basa en la medi =

cibn de la turbidez de una grasa emulsificada en funcidn de
la lipasa, (78)

6. Método fotométrico: Se basa en la estimacibn

colorimétrica del producto coloreado producido por la ac-
cibn del penitrofenilacetato en solucién bajo la accidn de

la lipasa, (78)

De les métodos mencionados, los mas adecuados para
el laboratorio son el de medicién del pH potenciométricamente,
siendo una detgrminacibn continua y sencilla de realizarse,

La determinacidn colorimétrica es mas sensible, También se

4
pueden utilizar las titulaciones con &lcali,.

B. DEBARROLLO DE LOS METODOS DE ANKLIS[S

1. Disminucidn del color con iodos {AMILASA, AM[LO-
*
GLUCOSIDASA), (53)

Reactivos:
= Solucidn de almiddn al 2%
- Acido clorhidrico 0,1M
Solucidn de I~-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 resccidén se debe
preparar unos minutos antes de utilizarse y consiste en di
solver 1 ml, de la solucidn anterior en 100 ml, de agua des
tilada,

Técnica:

A 1 ml, del extracto enzimdtico agregarle 5 ml, de
lé solucidn de sustrato. lIncubar por 10 min, a 25°¢, Después
de éste tiempo, se toma 1 ml, del digerido y se le agregan
5 ml, de &cido clorhidrico 0,1 M. Mezclar y tomar una alfcuo
ta de 1 ml, a la que se afiaden 5 ml, de la solucidn de iodo
recién preparada. La intensidad de color azul se mide en un
espectrofotdmetro a 660 nm. Realizar una curva patrén de mal
tosa de 0.2 a 1,0 mg/ mi,
Resultados:

Trazar una curva estandar (DENSIDAD OPTICA contra =

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

problema, Expresar el resultado en mg/m! de ma'tosa obte

nidos por unidad de enzima utilizada,

2. Aparicidn de azlGcares réductoréé:‘(CARBOHlDRA-

=~ Método de Bernfeld (9,19,27)

Reactivos:
.- Ac., 3,5 dinitrosalicflico: Se disuelve a tempera-

tura ambiente 1 g, de &cido 3,5 dinitrosalic?lico en 20 ml,
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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 aqua destilada
(esta solucidn debe protegerse del C02)°
- Sustratos:
Solucidn de almidédn al 2% pH 5 (para amilasa)
Solucidn de pectina al 1% pH 4 (para pectinasa)
Solucibn de sacarosat _10% pH 4.6 (para invertasa)
Sotucidn de CMC al 1% pH 4.5 (para celulasa)
= Solucidn Buffer de acetatos 0,02M pH: L, 4,5 4,6,5,

Procedimientos

Adicionar a varios tubos 1 ml, del buffer de aceta
to adecuado a la enzima analizada, Agregar el extracto enzimd
tico (1 mg/10 ml, & b.] ml/10 ml) a cada tubg, teni&ndo en cuen
ta que la reaccidn enzimdtica debe durar 3 min. Agregar a ca-
da tubo un vollimen de agua destilada tal, que la tantidad fi-
nal sea de 5 ml. ARadir 2.5 ml, de sustrato , lncubar los tu-
bos a 25°C. Después de 3 min., se adicionan 2 ml, del reactivo
de Bernfeld (DN8). Hervir durante 5 min, Enfriar.y leer en
espectofot8metro a 540nm, E1 blanco se elabora adicionando to
dos los reactivos excepto el extracto enzimético y traténdose
igual que los demds tubos, Preparar una curva patrén que debe
contener de Q,]nlmg/ml de glucosa, Colocar la muestra (1 ml)
y 3 mi, del reactivo de Bernfeld en bafio marfa a ebullicién
por 5 min, Enfriar y leer en espectofotédmetro a 540 nm,con un

blanco de agua destilada,
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Resultados:

Trazar una curva esténdar (DENSIDAD OPTICA contra
mg/ ml de glucosa) Interpolar 'a 'ecthrs obtenida para e!
problema., Expresar el resultado en mg/ml de glucosa obteni;
dos por unidad &e enzima utilizada. Tomar en cuenta el PM

del producto obtenido y relacionarlo con el de 1a glucosa,

Reactivoss

. Solucién A: disolver 25 g de carbonato de sodio
anhidro, 25 g de tartrato doble de sodio y potasio, 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 1t, Filtrar si es necesario. v

. Solucidén Bs 30 g de sulfato clprico se disuelven
en 200 ml, de agua a la que previamente se le ha agregado
L gotas de &cido sulfarico.

- Solucidn C: 25 g de molibdato de awonio se disuel
‘wen en k50 ml de agua a la que se le agregd previamente 21 ml
de &cido suifﬁrico conceitrado, 3 g de arseniato de sodio : :
heptahidratado se disuelven separadamente en 25 ml de agus vy
se agregan lentamente a la solucidn anterior con agitacidn -

constante, Todo se diluye a 500 ml y se caliente cuidadosa =

mente por 30 min, en un Bafio Marfa a 55°C y 37°C durante to-

da la noche,

- Solucidén Dg 1 ml de B + 25 ml de A.
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- Sustratos:

Se emplean los mismos sustratos que pare el nétodo

de Bernfeld,

Técnica:

1 ml, de la solucidén de enzima debidamente d*luids
se afade a | ml, de sustrato. Después de 10 min, de ‘ncube-
cién a ZSOC, una parte del digerido (1 ml) se afiade & | ml
de Ta solucién D recientemente preparada. Se &afora a un voli
men de 4 ml., con agua destilada, Se incubs s Bafio Mara en
ebullicidbn durante 20 min, Enfriar durante 5 m'n. e\ agua co-
rriente 1 ml, del reactivo C es safiedido y se agite enérgica-
mente el tubo, Se dejan reposar 165 tubos nor espacio de 10
minutos yAse diluyen a 25 ml, con agua destilada., La ebsor
bancia se mide en un colorimetro con un filtro verde a unsa
longitud de onds de 520 nm, Preparar una curva patrdn similar

a la del método de Bernfeld,

Resultados:s

Trazar una curva esténdar (DENSIDAD OPTICA contra .-
mg/ml de GLUCOSA). Interpolar la lectura obtenids oara el pro
blema, Expresar el resultado en mg/ ml de glucosa obtenida por
unidad de enzima utilizada, Tomar en cuenta el PM del produc

to y relacionarlo con el de la glucosa.



. *
= Determinacién iodimétrica (8)

Reactivoss )

~ Solucidn Buffer de acetatos 0,2 M pHg 4,4k,5,4,6,6,5

= Soluctédn de 1-KI (0,02N de iodo)s Disoclver 1,27 g =~
de fodo sublimado y 2 g de IK en 3 ml, de agua y aforar a 500
ml, con agua destilada, Almacenar en frasco ambar y vef?ficar
Ta concentracidn con una solucidn de tiosulfato,

= Soluciédn de carbonato de sodio 0,1N"

= Solucidn de &cido sulflrico al 10%

- Solucidn de tiosulfato de sodio 0,01N

= Solucidn indicadora de almidbns Disolver 1 g de
almidén soluble y 5 mg de ioduro de mercurio haciendo una pag
ta con una pequefia cantidad de agua, Afiadir 500 ml, de agua -
destilada mantenié&ndola a ebullicidn por 5 min, enfriar,
Sustratoss '

Se emplean los mismos sustratos que para el método
de>Bernfeld,
T&cnicas

Pipetear sucesivamente en un erlenmeyer 50 ml, de
solucidn de sustrato, 40 ml, de agua destilada, 5 ml, de buffer
incubar a 30°C y agregar 5 ml, de la enzima, Tomar el tiempo
(con una baja actividad enzimtica lsese més cantidad del pro
blema y menos agua, manteniendo el mismo vol@imen), Después de
30,60,90 y 120 min, de incubacibn, tomar 20 ml, del! problema=-

y determinar fodimétricamente, agregando 25 ml, de 80 «=
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lucibn de fodo, 20 ml, de solucidn de carbonato de sodio, Al-
macenar en la obscuridad-durante 0.5 a 1 hora y afadir 5 ml,
de la solucibn al 10% de &cido sulflarico, 3 gotas de solucidn
indicadora de almiddn. Titular con tiosul fato de sodio,
Resultados:

La diferencia de ml. de tiosulfato consumidos se u=-
tiliza para los célculos:

1 ml, de la solucibn 0,IN de tiosulfato correspon-
den a 1. ml, de la solucidn de glucosa 0,005M o 0,9005 mg de
glucosa o 1.7115 mg de sacarosa hidrolizada, La cantidad de
azlicar hidrolizada en g/100 ml. se calcula por:

Ac=5 (Av) (17115 x 1073) = 85575 x 1073(A V)

ZX Y = diferencia de ml, de tiosulfato consumido,

¥
3, Cambio de la rotacibn &ptica: (INVERTASA)(8)

Reactivos:

- Solucidn de sacarosa 0.3M

= Buffer de acetatos 0,2M pH 4,6
Técnicas

. Pipetear en un erlenmeyer 50 ml, de solucidn de sa

carosa, 40 ml, de agua destilada, 5 ml. de buffer de aceta-
tos, lIncubar a 30 °c y agpegar 5 ml, del problema., Tomar el
tiempo, Después de 30,60,90 y 120 min de iocubaci8n, tomar
20 ml, del problema y enfriarios a 20°C, Determinar la rota
cibn dptica en un tubo de 20 cm, con un polarimetro. Clari-

ficar la turbidéz de la solucibn debida a las proteinas que
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contiene por la adicidn de solucibn de acetato de plomo antes
de la lectura, La rotacidn especifica (@%)éo de sacarosa es

de +66,45 grados y la del azficar invertido es de - 20,59 gra-
dos en una solucidn al 10%. De &sto se deduce que la cantidad
de azilcar hidrolizada ( éﬁ& C-) en g/ 100 ml, a 20°¢ para una

concentracidén inicial de azficar de 5% es:

A 20 20
Acsosy - 1.05{@%}0}

: 20 20
donde %ﬁﬁJ y {éiij son las rotaciones &pticas antes
D D

y despu&s de la incubacidn con invertasa. (8)

L, ME&todo volumétrico. (PROTEASAS)

Titulaci8n carboxflica de S6rénseh. (4,9,24,39,50)

Reactivoss:

Caseina al 1%

Formol al 40%

3

Indicador de fenolftaleina

NaOH O, 1IN

Técnica:
Se mezclan 10 ml, de solucibén de caseina al 1%

i H Ay am  aem A Tn mamer § e PN . ' A
'G}dClén conteniendo la enzima en un tubo de

[0}
[

coin 1 ml, d
ensayo, Tambidn se coloca otra muestra sin solucidn de en
zima utilizada como patr8n, Se incuban las muestras a 37OC
durante 30 min, Se adiciona al tubo marcado como patr8n un

-~ &
ml. de la solucidn de enzima. Se coloca en el bafio maria a
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ebullicidn, se colocan las muestras durante 2 min, con obje-
to de inactivar la enzima, enfriando posteriormente. Se neu-
traliza el formol, adicionando 3 gotas de fenolftaleina y a-

fiadiendo NaOH 0.1N hasta el vire a color rosa.

Las muestras se pasan a matraces erlenmeyer previa
mente rotulados y se colocan 20 ml, de formol neutralizados
a cada uno de los matraces, Se agita y se deja reposar varias
veces durante 10 min, procediendo a titular las mezclas con-

NaOH O.1N hasta el vire a color rosa persistente,

Resultadoss

Los ml, de NaOH 0.1N valorados se restan & los en-
contrados en la muestra patrdn, La diferencia es el &lcali
gastadoien la titulacibén, Se debe tomar en cuenta que cada ml
de NaOH 0,1N equivalente @ 7 mg Nitrdgeno de aminoécidos, de

donde se puede inferir la actividad proteolftica de la enzima,

5. Métodos fotocolorimétricos (PROTEASAS)

*
- Método de Lowry. (26,28,50,58)

Reactivoss
- Solucidn de caseina: 1 g de caseina se coloca en
un matras que contenge previamente 5 ml, de agua. Agitar has

ta formar una suspensidn, Afadir 10 ml, de NaOH 0,IN agitar
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y anadir 50 mi, de agué. Volver a agitar hasta la diselucibn
total de la caseina. Esta solucidn debe tener un pH de 8, Se
transfiere esta solucidén en forma cuantitativa a un matmiz vo
lumétrico de 100 ml, Diluir hasta el volumen con agua y mez -
clar perfectamente, Este sustrato deber& emplearse solamente
el dfa en que se prepare,

~ Solucidn de &cido tricloroacético al 30%

- Reactiyo de fenol (folin-Ciocalteu); En dos vola-
menes de agua destiléda diluya un vollmen del reactivo de fe
nol,

- Solucidn de enzima: (0,1 ml &6 1 mg/ 10 ml. buffer).

Técnicas

Se colocan 5 ml. de la solucidén de caseina en un ma
tréz coloclndose en un bafio de temperatura constante a 40°C
manteniéndose tapado, Dejar durante 15 min. para que se esta
bilice la temperatura. Sin sacar el matrdz del bafioc adicionar
1 ml, de la solucibén de enzima tomando el tiempo ., Tapar el
matréz, agitar y mantener en el bafio durante 30 min., Adicio
nar posteriormente 3 ml. de la solucidn de &cido tricloroacé
tico, agitar el matraz, sacarlo Qel bafio y filtrar la solucidn
El testigo se prepara colocando | ml, de la solucidén enzimdt]
ca v 3 ml. de 1a solucidn de &cido tricloroacético, con 5 mi,
de la solucibn sustrato, Se agita y se filtra desarrolidndo-
se el color en el testigo y la muestra problema colocando 2
m!, del filtrado correspondiente en una cubeta del fotocolo=

rimetro, Adicionar 3 ml, de NaOH IN y 1 ml. de la solucidn de
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fenol, Esta operacién debe hacerse simulténeamente nara la
muestra y el testigo, 5 min, después, leer a 640 nm en un
fotocolorimetro empleando el testigo (tubo sin enzima) pare
ajustar el.instrumento.
Resultados :

Realizar una curva esténdar utilizando una solucidn
patfén de albdmina de suero bovino que contenga 320 g/ml de

la misma manera que la seguida para el prob'ema,

Los valores del problema se extrapolan a la curva
patrén, reporténdose los datos de actividad enzimdtica en

cantidad de producto obtenido por unidad de enz'me utflizade.

6. Métodos espectrofotométri.cos (PROTEASAS) (58)
Sustratoss '

El sustrato utilizado de caseina se prensra de la
misma manera que para el método de Lowry,
Reactivos:

- Solucidn Buffer de fosfatos pH 7.5

Solucién de &cido tricloroacético (TCA) 50g/1t

Solucidén de enzima (0.1 mg/10 ml de buffer)
Técnica:

Colocar en dos tubos marcados, 2 ml, de 's solucidn
buffer respectivamente y | ml, de la sélucién de enzima a
uno de los tubos, Coloque los tubos en un bafio a MOOC, Amadir
2 ml, del sustrato de casefna a ambos tubos, mezc'ar, Desoués

de 60 min, de la adicibén del sustrato, detener la reaccidn adi
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cionando 5 ml, de solucién de TCA, Agitar, extraer los tubos
del bafio, Mantener 10 min, a temperatura ambiente para la pre
cipitacibn completa de la proteina, Filtrar, El filtrado de=
berd estar exento de turbidez, Determinar la absorbancia de
los filtrados a 280 nm, en un espectofotdmetro empleando el
filtrado del testigo (tubo sin enzima) para ajustar el ins =
trumento,

Resultadoss

Se puede trabajar con una enzima de actividad co-
nocida para calcular el valor del problema o trabajar con una
curva patrdn de suero de alblmina de la misma manera que paa=
ra el método: anterior extrapolando los valores en la curva
patrdfa . vy reportando los resultados de actividad en cantidad
de producto por unidad de enzima utilizada,

*
7. Método Potenciométrico, (LIPASAS) (National Formulary)

Reactivos:

- Solucién de ac;cia al 10%

- Sustrato de aceite de olivo: 165 ml, de solucibn
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 bafio de hig
lo, Homogeneizar a elevada velocidad durante 15 min, Enfriar
intermitentemente en un bafio de hielo para evitar que la tem=
peratura se eleve a mas de 300C.

= Solucidén buffer: 60 mg de Tris-hidroximetilamino-~
me tano y 234 mg de cloruro de sodio en cantidad suficiente de

agua para alcanzar 100 ml, de volumen total, Disuelvanse las
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sustancias pﬁr separadol

. Solucidén de taurocolato de sodio: 80mg/ml,

. Solucidn de enzima: (0.1 ml, 8 1 mg, / ml), Para
una mejor disolucién vy actividad de la enzima, molerla en
un mortero y mantener a 4°C mezcl&ndose antes de usarse,
Técnica:

Mezclar 10 ml, del sustrato de aceite de olivo, 3
ml, de la solucidn buffer, 20 ml. de la solucién de tauroco:
lato de sodio y 9 ml, de agua en un recipiente de vidrioy
colocar en un bafio a temperatura constante, Agitar vy mante;
ner la temperatura a 37OC. Afiadir la solucidn de NaGH O.IN
empleando una microbureta, Ajustar el pH a 9.2 potenciomé
tricamente, Afadir 1 ml, de la solucidn de enzima y continuar
agregando la solucidén de NaOH O.IN durante 5 min, de manera
que el pH permanezca en 9, Determinar el volimen de solucidn
de NaOH 0,1N que se afiadié después de cada minuto.
Resultados:

Graficar el vélﬁmen de la solucién de NaOH titula--
dor contra el tiempo, Calcular fa acidéz promedio 'iberada
por minuto de la muestra, Comparar el valor contra un testi
go de actividad conocida,

%. Método fotométricos(LIPASAS) (19).

Reactivoss

- Sustrato de p-nitrofenolacetato (PNPA),

- Buffer de fosfatos M/15 pH 7.



- Solucidbn de NaOH 0,1 N

- Solucidn esténdar de p-nitrofenol, Series de solu
ciones preparadas conteniendo 0,1 a 0,7 micromoles de p-nitro
fenol por mililitro,
Técnicas

63 mg de PNPA son disueltos en 10 ml, de metanol y
almacenados en refrigeracién, 1 ml, de esta solucidn es 1en-
tamente afiadida a 100 ml, de agua destilada con agitacidn fuer
te para prevenir precipitaciones. Esta solucién se prepara al
dia y puede usarse para determinaciones de actividad cualita-

tivas o semicualitativas,

Para la determinacidn de la actividad, 1 ml, de so
lucién de enzima es mezclada con 2 ml. de buffer de fosfatos
y 5 ml, de agua destilada directamente en el tubo del color]
metro. El1 tubo es llevado a 250C en un bafo de agua, 1 ml,
del sustrato se afiade , Colocar el tubo en el colorimetro y
el galvanbdmetro se pone a 100, Después de 20 min. se coloca
el galvandmetro en el mismo lugar de la lectura primefa y se

obtiene la lectura final,

Resultadosg

D

1
i

J]
[0}
¢}

cu

®
9]

urva patrdn de p-nitrofenol la cantidad de
p=nitrofenol liberado en la maestra es extrapolado y el va-
lor resultante es multiplicado por el factor de dilucién de
la preparacidén de enzima. La cantidad de enzima que libera un

micromo]l de p-nitrofenol es una unidad de actividad estearasa,
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9, Método de titulacidn usando sustratos solubles

en_agua: (_LIPASAS), (19)

Reactivos:

= Tween 20

- Acetato de sodio 0,2 N

- Solucidn acuosa de rojo de fenilo 0,02%

- NaOH 0.02N

- Alcohol decflico

- Solucidn de enzima (0,1 ml o 1 mg/ 10 ml)
Técnica:

El sustrato es preparado mezclando 100 ml de buffer
con 50 ml. de Tween, 10 ml, de indicador y 90 ml, de agua des
tilada., E1 pH de la mezcla es cerca de 7.2, A1l mi, de'la pre
paracién de enzima se afiaden 5 ml, de sustrato, Se tapa el tu
bo prueba y se coloca en bafio a 20°C, 9 min, después debe a -
fiadirse 1 gota de alcohol decflico Para prevenir la espuma,
La solucidn es titulada , El valor del testigo es obtenido
por titulacidn bajo idénticas condiciones titulando separada-
mente 5 ml, de sustrato y 1 ml, de enzima.

Resultadoss

~La diferencia entre el &lcali consumido en la prueba
problema y la suma de los dos testigos es dada como la medida
_de la actividad.enzimética° Por definicidn Iml de NaOH 0,02N
corresponde a 100 unidades de lipasa. El indicador es amarillo
al principio y su transicidn de rosa a rojo violeta indica el

punto final {pH 8,3)



CUESTIONARIO

1. ¢A que se llama actividad y potencia enzimitica?

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 SBrensen?

L, {Que importancia tiene la medicién de activi-
dad amilolftica, proteolitica y lip&sica en prodiuctos como
el .pan?

5. ¢ Por qdé se podria utilizar la invertasa y pec

tinasa como fndice de madurez en frutas y vegetales?

OBSERVAG | ONES

1, Al realizar curvas patrdn se debe calcular la
concentracidn de enzima para que el desarrollo del color en
tre en los valores de la misma. En caso de no ser asf, se pue
den realizar diluciones de ambas, para poder leer en el colo-
rimetro,

2, Antes de empezar cualquier técnica, comprobar gae
se dispone de las sustancias, soluciones y equipo necesarios
para-efectuar la prueba y realizar las mezclas de soluciones
moment os 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,



103

PRACTICA No.‘3= ACTIVACION E INHIBICION ENZIMATICA.

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 compuestos que reaccio
nan con una enzima para formar enlaces covalentes estables,
Los inhibidores reversibles pueden dividirse en : COMPETIT|-

VOS y NO COMPETITIVOS,

La inhibicidn competitiva es caracterizada porque «-
depende de la concentracidén del sustrato, 1la concentracidn
del inhibidor y la Km del complejo enzima:sustrato y enzima-
inhibidor, La inhibicién es producide por ta competencia con
el sustrato por la unidn con el sitio activo de.la enzima, Es

to implica una similitud en la estructura del inhihidor y del

sustrato,

" Un inhibidor competitivo puede ser reversible por -

‘el incremento de la concentracidén del sustrato.

Los inhibidores no competitivos producen una inhi-
bicién que no puede revertirse aumentando la concentracidn

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

bidor y la afinidad de é&ste por la enzima,
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En la inhibicidn 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 unibn se es -
tablece en alguna parte de la molécula enzimdtica que
no esté lo suficientemente cerca del sitio en que se une el
sustrato con la enzima, la pérdida de la actividad catali-
tica puede ser el resultado de un cambio conformacional propli

ciado por la adicidn del inhibidor,

Un inhibi&or puede réaccionar 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 conformacién de &ste

o junto a importantes multisubunidades enzimdticas.
El sitio activo de la enzima que es el punto en el
que se realiza la captura del sustrato y el lugar donde se lle

va a cabo la cat8lisis enzim&tica,es de suma importancia,

La teorfa de Koshland de AJUSTE [NDUCEDO postula:

1, Durante la unidn del sustrato y la enzima en

el sitio activo, se determina un cambio considerable en la

]

2 PmBF P~
nl_imuuiv".

0]

a de la proteina
2, Para que se produzca la cat8lisis es indispen -
sable que el sustrato est& orientado en forma muy precisa,

3. Dicha orientacibn es inducida por el propio

sustrato mediante el cambio a que da lugar en la geometrfa
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del sitio activo de la enzima,

Activacibn enzimitica.

Las enzimas frecuentemente requieren de cofactores
para efectuar sus funciones catalfticas, La activacidn de

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

ticos, iones met&licos y grupos reductores,

Una coenzima es una molécula orgénica que partici
pa en la reaccidn,adhiriéndose a la enzima, con lo cual hace
que ésta se active, En algunos casos los cofactores enzimétj
cos estén firmemente unidos a la molécula y reciben el nom -
bre de grupos prostéticos, Los grupos hemes, flavin, y biot]

na corresponden a &ste tipo de cofactores,

Mientras que la actividad de algunas enzimas no es

afectada por la presencia o ausencia de sales otras son

H
bastante influenciadas por la naturaleza y concentracidn de
los iones presentes, Algunos iones son absolutamente necesa
rios para-la actividad de algunas enzimas, mientras que O =
tros son altamente t®xicos para casi todas ellas, Ej: Ag T,

C At ; .

Hg y Pb . Los efectos que los iones producen en las enzimas
puedenh ser diferentes y en algunos casos no son correctamente

aclarados,.. (20, 25, 43, 51, 61, 78, 89, 91,).
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INHIBIDOR
idn cianuro

ién sulfuro
i
idn oxalato

16n dietil di
tiocarbamato

ién pirofosfa
to

ién azida
idn p=mercurj
benzoato

radical alfa=-
alfafdipiridito

cistefna y suls

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
rinico

grupo sulfhi=
drilo

Fe

Fe Cu otros

INHIBIDOR

o=fenantrolina

idn fluoruro
co
ién EDTA

jodoacetamida
N-etilmaleimi-
da

varios arsen]
cales

ién diisopropil
fosfofluoridato

metales pesados

ENZ IMA

GRUPO DE LA

Fe Co Zn y_o
tros metales

Mg Ca otros

Fe+2 Cu

varios iones
met8lices

grupo sulfhi

driio .

grupo sulfhj
drilo

grupo sulfhi
drilo

grupo OH de
la serina

grupo sulfhi’

fhidrilicos tambié&n puede Ag ng Pb drilo posibTle
reducir 2 pp. protéica
ALGUNOS ACTIVADORES ENZIMATICOS (78)
ACT [VADOR EHZ%MA ACTEVADOR ENZIMA
reductores gpo, SH en sitio | NaCl lipasa pancred
cisteina activo (papaina, | . .. b tica
glutatidn bi ficina, bromeli |Co Ni
sulfito de na) T e
Na. Pb Zn carboxipeptida
sa
Na®™ ca™ pectinmetilestea | Cu oxidasas con
rasas metal en sitio
activo
Zntt proteasas neutras ca’t estabilizantes

de B. subtilis

de alfa amila=
sa bacteriana,
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OBJET1VO

El alumno comparard cualitativamente el efecto que
tienen los activadores e inhibidores en la accidn de una enzi

ma sobre un sustrato,

FUNDAMENT O

La accidn de una enzima sobre un sustrato puede ser
disminuida o suprimida completamente dervarias formas: inhibi
cidn e inactivzcidn, La inhibicién es la supre§i6n parcial de
la actividad mediante un proceso que no se encamina a la des
triuccidn de la enzima, Los productos finales de la reaccidn
pueden actuar como inhibidores. La inactivacidn, es mas amplia
puede ser pardéial o total, Cualquier sustancia que acreciente
la actividad enzimitica es un activador (43).

Las enzimas tienen diferentes 1imites de aciddz o
alcalinidad fuera de los cuales ocurre la desnaturaliza -

cidn.

PROCEDIMIENTO

En &sta préctica se harén 3 series (A,B,C) de solu
ciones de la enzima a analizar, manteniendolas en las condi -

Sad

>
[ 1=28]

an

ciones adecuadas a la m

I>

1 ar!
H eri

A
2}

—

[0}
)

sma,

W

— rén

~
A3

w
(0]
w
0]
)]

tivadores, a la Serie B se le afiadiréan inhibidores y la serie
C se mantendrd como testigo, Se permitiréd que las tres series
reaccionen con el sustrato apropiado a la enzima a temperatu-
ra pH y dem&s condiciones Optimas, determinéndose posteriof -

mente la actividad,
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La determinacidn de la accibn de activadores e in-
hibidores enzimiticos se puede realizar por métodos cualita-
tivos y cuantitativos similares a los empleados en las préc-

ticas 1y 2,

La ventaja de los métodos cualitativos es el aho -
rro de tiempo mientras que la de los métodos cuantitatiQos
es "la exactitud de los resultados, En la industria se util]
zan ambos métodos dependiendo de la importancia de los factg
res tiempo g exactitud. En el laboratorio de Enzimologfa el
empleo de uno u otro método depender& del tiempo disponible -

en el semestre,

CUESTIONARIO,

1. Mencionar cuales son las sustancias que inhi -
ben a las amilasas, las sulfhidril proteasas, las proteasas
8cidas y las lipasas.

2, ¢ Cudles son los inhibidores y activadores per-
mitidos en alimentos?

3, - Adem8s del uso de sustancias quimicas, ; Qué o-
tros métodos existen para inhibir y activar la accién de en-
zimas en la industria alimentaria?

L, ¢ Cuales son los factores que intervienen para
que se produzca la activacidn e inhibicidn enzimdtica? Men =
cidnelos y explique de qué manera actban,

5. ¢Qué funcidn desarrolla el ca®™ en 1a amilasa?
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6. En base al.sitio activo que presentan,; Cua -
les son las sustancias que activan e inhiben las metaloprote
asas y por qué?

7. Por qué algunos alimentos como frutas y verdu-
ras se conservan mejor en refrigeracidn}

8. D& L ejemplos de ventajas logradas al activar

o inhibir enzimas presentes en alimentos,

OBSERVACIONES

1. Al realizar las pruebas seleccionadas para de =
terminar la accibn de activadores e ihhibidores, tomar en
cuenta los pH, temperaturas, concentraciones y demds facto-=-
res que afectan las mismas,

2, En caso de que se efectfien pruebas cualitati =
vas se sugiere utilizar las mismas cantidades de enzima, sus
trato y)cantidad de sustancia a probar para tener un indice
de confiabilidad aceptable en la prueba, vy poder determinar
gué sustancia activa o inhibe en mayor grado a la enzima ana-
liz ada,

3, Realizar las pruebas contra un blanco de enzi-
ma y sust}ato en condiciones Optimas para poder hacer compa

racion de los sesultados que se obtengan.

BABL | OGRAF [ A
8,19,25,26,28,38,39,50,72,74,78,89,91,
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PRACTICA No, ks PRUEBAS DE PRECIPITACION ENZIMATICA.

BASES TEORICAS.

En el proceso de obtencidén de enzimas, el primer--
paso es la seleccidn 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 purificacion,

En caso de que la enzima sea intracelular, se pro -
cede a la ruptura de las células y membranas, la cual se pue
de efectuar mediante un homogenizador; con solventes orgéni :
cos como acetona en el caso de preparaciones vegetales; usan -
do vibracidon de sonido ({SONICADOR); por medio de la fuerza;
-que las células dan al tratar de pasar a través de un peque
fio orificio con alta presidn, entre otros. Cuando las enzimas

son intracelulares, se debe tener la precaucién de analizarlas

antes de que se rompa la pared celular,

Las enzimas se pueden extraer en base a su solubili -
dad, densidad y distribucion de carga, tamafio y forma, esta -

bilidad y otros,

La separacidn de protefnas en base a sus- diferen -
tes solubilidades, es un método clésico, La solubilidad de -

una protefna es determinada por los siguientes factores:
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A, Densidad de carga y distribucidn de carga,

Se determina por el nlmero de residuos de aminoici
dos &cidos o bésicos dados por residuos de &cido aspértico,
glutémico, histidina, lisina, arginina al igual que los gru-
pos amino y carboxflico de los finales de las cadenas poli
peptidicas, Debido a su naturaleza hidrofflica estén orienta
dos generalmente en la parte exterior de la molécula protéis
ca al ser expuestos en una Tase acuosa, La densidad de carga’
de ‘una protefna puede estar afectada por el cambio de pH, La
precipitacidn de una-proteina en el punto de minima solubilji
dad depende de su concentracidn y solubilidad en &ste punto,
Muchas protefnas son precipitadas ajustando el pH, (por ejem

plo: la casefna de la leche),

El decremento en la constante dieléctrica del me-
dio puede aumentar la fuerza atractiva. Por esta razbn se u-

tiliza acetona o alcohol para prec pitar protefnas.

En la precipitacién de protefnas por medio de sol-
ventes orgénicos es importante ‘controlar el pH al iqual que

la cantidad de iones inorgdnicos presentes,

Para controlar la desnaturalizacidn de protefnas -
por medio de la ruptura del enlace hidrof8bico, la precipita
cibn con solventes organicos debe ser hecha a bajas tempera-

turas,
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B, Control de hidratacién, (SALTING 0OUT)

El grado de hidratacibén puede ser cambiado variando
el pH, El! cambio usual para disminuir el grado de hidratacidn
es afiadiendo compuestos que rompan el agua de hidratacién que
esté alrededor de la protefna, Los compuestos mas usados son
sulfato de amonio, cloruro de sodio, sulfato de sodio y clo -
ruro de magnesio. E1 sulfato de amonio es el mas usado debidd
a su alta solubil?déd en agua, Las sales univalentes, aunque
son poco solubies, son, relativamente inefectivas en la preci-
pitacién de enzimas, comparadas con las sales polivalentes,
El efecto de sales en la solubilidad varfa de una a otra .y -
es di ferente para cada protefina,

Los factores de temperatura, pH, naturaleza de la
pfotefna, naturaleza de 1a sal y otros son determinantes en
la precipitacidn de enzimas,

En Ta purificacidn de protefnas por precipitacidn
es necesario establecer la concen?racién de sales a usar bajo
las condiciones especificas de cada experimento, Usuaimente
se puede reproducir el pH, la temperatura de la solucidn, pe«
ro la concentracidn exacta de profefné en la mezcla es mas db
ficil de reproducir, .

Una proteina pure no se obtiene por precipitacién -
debido a que todas ias moiécuias no se precipitan en ia mis=
ma concentracién de sal y se enmascaran en la solucién con -
otras protefnas.

Las proteinas son precipitadas por metales pesados

+2 +2

s . +2 +2
en forma id6nica (Pb ,Zn [ Hg , Ca ) vy por materiales po
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11idnicos. Los fones metdlicos probablemente funcionan para
precipitar protefnas por neutralizacidén de las cargss de las
protefnas.

Los &cidos nucléicos y las protaminas precipitan pro
tefnas pof interaccidon electrostética causando reduccidn neta
de la carga de la protefna y agregadqs de forme poliidnica.

(62,91)

C. Presencia de componentes no protéicos,

La soiubilidad de una proteina es también determi-
nada por la cantidad con que se hidrata la molécula, Los gru-
pos mas cargados de la molécula de prbtefna son en general
los mas hidratados, La presencia de otros aminodcidos afecta
también el grado de hidratacidn, Los grupés fosfato, sulfato
y carbohidrato incrementan mientras los lipidos disminuyen el

grado de hidratacién,

OBJETIVOS

1. El alumno interpretard Ta accidn de sustancias
precipitantes sobre diferentes enzimas.

2. El alumno seleccidnaré la substancia que pre-
cipite en mayor grado a una enzima determinada, sin alterar

sus propiedades,
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FUNDAMENTO

La préctica se basa en ia accidn de diferentes fac-~ .
tores (substancias orgfnicas e inorgénicas, temperatura, pH,
diferencias de concentracidn de los precipitantes y solucidn
de enzimas, etc), en la diferencia de solubilidades de las -
mezclas de enzima, los cuales, manejados de manera apropiada,

ayudan a precipitar de una forma efectiva a las enzimas,

PROCEDIMIENTO

En &sta préctica se prepararin al menos, dos serfes
de solucibnes de enzima en las condiciones adecuadas al méto-
do elegido, A una de las serfes se le afiadirén substancias or
génicas mientras que a la otra se le adicionarén sustancias in
orgdnicas, Se tendrén varios tubos como testigo a los que so -
lamente se les agregaré la solucién de enzima a precipitar,

Para poder comparar los resultados se deben mantener
constantes las cantidades de enzima y de precipitantes agrega
dog, de manera que se pueda filtrar y pesar el precipitado ob
tenido con cada tno de los reactivos y se determine el que «=<
actud precipitando una mayor cantidad de protefna,

El par@metro de comparacidn para evaluar el rendi -
miento de la precipitacidén y determinar si la enzima ha sido
desnaturalizada en el proceso de precipitacidn, serd la prué-

ba de actividad enzimitica que se verifique en la enzima que

ha sido precipitada,
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METODOS DE ANALISIS

A, DISCUSION DE LOS METODOS

1. Ajuste del pH: se basa en que la precipita-

cibn de una enzima en su punto de minima solubilidad depende
de su concentracidén y solubilidad en &se punto, Una préctica
usual es empleando un pH en, o cercano al, punto de minima SQ
lubiltidad, La precipitacidén de caseina de la leche ajustan -«
do el pH entre 4 y 5 podria ilustrar éste tipd de pruebas,
Para tener un precipitado de protefnasz varias moléculas de
&sta pueden formar un agregado en el cual se combinen sus so:
Tubilidades (debido al tamafio de la masa y a la unién de los
grupos cargados), siendo menos que la solubilidad de la molé;

cula individual, (91).

2, Alteracidén del grado de hidratacién (SALTING

OUT): se basa en la adicién de compuestos que rompen el agua
de hidratacidn que estd alrededor de la protefna. Por lo gene
ral, los grupos fosfato, sulfato y carbohidrato incrementan-
el grado de hidratacidn, mientras los lipidos lo disminuyen,

Se utilizan: NHLSOy, NaCl, NapSOy, MgCl,, etc. (91).

3. Adicidén de solventes orgénicos: para minimi

zar la desnaturalizacidn de proteinas por medio de la ruotura
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de enlaces hidrofSbicos, 1la precipitacidén con solventes or

génicos debe ser hecha a bajas temperaturas, (91),

L, Precipitacidn con metales pesadosg, Las pro

+27

tefnas se precipitan por metales pesados en forma idnica (Pb,
+2 . +2 +2

Mg Zn , Ca ), y por materiales poliidénicos, Todas las

proteinas son precipitadas a altas concentraciones de iones
de metales pesados pego ciertas protefnas son precipitadas a

bajos niveles, Por éjemp1o: 1a caseina es mucho menos soluble
+2

en presencia de Ca la enolasa y la papaina pueden ser cris
+2 .

talizadas con derivados de Hg , Estos iones probablemente fun

g

cionan para precipitar protefnas por neutralizacidn de las car
gas de las proteinas y/o por la formacidn de uniones entre las

moiéculas de protefnas, (91),

5. - Adicidn de las sales inorgdnicas como preci-

pitadores de impurezas: Se basa en la formacién de un preci--

pitado IN SITU que arrastra las c8lulas bacteriales usadas-
en la fermentacidn y otros contaminantes, Puede ser realiza-

da en dos etapas, (63).

6. Adicidn de cationess Se emplea para enzimas=

T
e

fungales iliza un catidn del 2do (Ba,Ca, Sr, Cd, Pb, Mg )-
para tratar el 1fquido obtenido de los cultivos de microorga
nismos, Se eliminan los contaminantes presentes en el 1Tquido
sin efecto adverso sobre las enzimas, Se pueden eliminar los

&cidos orgédnicos, &cido glucdnico, &cido oxilico, &cido cftri
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co, hierro y otras substancias indeseables formadas durante
el cultivo, Los cationes reaccionan con los &cidos orgénicos
y forman un precipitado ée]atinoso que incluye hierro, mani=
tol y sustancias cromogénicas, El precipitado se separa con

filtracién, decantacidn o centrifugacibn sin haber disminu -

cibn apreciable de la potencia de la enzima, (63),

7. Adicidn de compuestos cuaternarios: Se basa

en mezclar las aminas de la solucidn enzimitica con un com -
puesto cuaternario para formar un precipitado entre las impu
rezas y los compuestos cuaternarios de amonio y en la separa
cidn del mismo de la solucibn de enzima. Los compuestos cua -
ternarios actdan también como preservativos para prevenir el

crecimiento bacterial, (63),

8, Adicibn de lignina como precipitante de im-

purezas_a pH alcalinos: En &ste m&todo se ajusta el pH a ran

gos alcalinos bajos para la absorcidn de impurezas y se adi -
ciona lignina soluble en agua, Se remueven después la lignina
con las impurezas absorvidas y se obtiene una soluci én con u
na enzima bastante purificada, La solucidn se trata entonces

de tal manera que se obtenga un polvo seco de enzimas,(63).

9. Adicién de &cido tanico y lignina a pH Scido

como precipitante de imput#ezass La enzima, por ejemplo: ami -

loglucosidasa, se trata con una solucidn de proteina precipi=

tante seleccionada o coagulantes, Se filtra y centrifuga. La



118

porcibn lfquida tiene la parte de amilogluéosidasas para pu-
rificar. Esta puede usarse como tal o concentrarse, evapo =

rarse y secarse o deshidratarse con un ITquido orgénico solu
ble en agua como acetona o etanol antes de usarse, La ligni-
na y el dcido ténico son agentes para el tratamiento de pre-
paraciones de amiloglucosidasa, La lignina es insoluble en a
gua, pero soluble en soluciones alcalinas .de agﬁa.rEl acido

ténico es soluble en agua. (63)

B, DESARROLLO DE LOS METODOS DE ANALISIS,

1. Ajuste del pH. (91)

Reactivos:

- Solucidén de enzima (0,1 ml 8 1 mg/10 ml)

- Soluciocnes buffer a diferentes pH.

= Solucidn de sulfato de anonio saturada, (10%)
Téanica:

Ajustar el pH a varios valores para la solucidn de
enzima, Si la enzima no se precipita, se afiade suficiente can
tidad de sulfato de amonio a cada alfcuota y agitar paraldar
una saturacidn del 10% a OOC_e El precipitado formado debe cen
trifugarse y decantar el 1Tquido sobrenadante.

Resultados:

Seleccionar el pH al que existid mayor precipitado,
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%*
2, Adicidn de disolventes orgdnicos, (91).

Reactivos:

- acetona, eténol, metancl, propanol, isopropanol,

- Solucibn de enzima (0,1 ml, & 1 mg/10 ml)
Técnica:

Los solventes orgénico§ son enfriados a 0°C y la so
lucipn que contiene la enzima a 0°C. El disolvente es ahadido
lentamente con agitacidn contfnua. El precipitado puede ser
separado de la solucidn después de su formacidn y disuelto en
buffer o secado a baja temperatura para remover el disolvente.
De otro modo la actividad enzimltica puede ser afectada por
la precipitacidn con disolvantes,

Resultadoss

Seleccionar el disolvente orgdnico que provogae ma-
yor cantidad de precipitado, como el adecuado paré el efecto,
Yy que no altere la act}vidad enzimitica,

3, Adicibn de sales inorganicas: (PROTEASA BACTERIANA)
(63),

Reactivos:

= Solucibén acuosa de Ca (OH)2 al 10% (A)

- Solucién de H3P04 al 10% (B)

- Solucidn de N32804 al 66% (c)

Té&cnica:

20'ml, de A se afiaden a 200 ml, de solucidn de en
zima, lentamente, con agitacidén , Mantener el pH a 8.5 por
adicidn de solucidn de B hasta ajustar el pH, Después que
se afiadid todo A, la mezcla se ajusta a pH de 6.5 con la solu

cidn diluida de B, La mezcla se filtra en vacfo. Se lava con
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15C ml, de agua destilada, El agua del lavado se combina con
el filtrado y se obtienen 350 ml, de una solucidn a la que
se le agrega C (125g), Agitar la mezcla durante 2 horas a tem
peratura ambiente, E] precipitado formado es filtrado y la=
vado con una solucién de sulfato de sodio al 25% {100 ml),

Al precipitado se le determina la actividad enzim8tica,
Resul tadoss
Reportar la cantidad de enzima obtenida en gramos

y la actlvidad enzimética,

4, Adicién de cationes {CARBOHIDRASA FUNGAL) (63)

Reactivose
= Solucién de caCl, ai 25%,
= Solucidn de NaOH,.

Técnicas
E? pH de la solucién de enzima se ajusta a 6 con ==
una solucibn de NaOH y la muestra se divide en 5 alfcuotas -

a cada una de las que se le adicionan diferentes cantidades

Co

Ao enliemifn da Cal
T JFOLUTICN Ce wvie

wd

T S Nl = - T -1
Mpi1&ta preGipicaCion-

T
<

2
de las impurezas, (8cidoc ox8lico, glucénico ¢ cftrico), Una-
vez libre de impurezas se procede a precipitar la enzima por

cualesquiera de los métodos existentes para éste propdsito,
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CUESTIONARIO

1, ¢ En que se basa la precipitacibn de enzimas?,
Cudles son los factores que la afectany

2. ¢Qué importancia tiene la adicidn de sulfitos
en la precipitacibn de enzimas?., Explique claramente,

3, ¢ La actividad de una enzima cruda y una enzima
purificada es igual o distinta? ¢Qué tanto?

L, ¢Qué cuidades hay que tener en la extraccidn de
una enzima intra y extracelular? ;Por qué?

5. ¢Cudles son las sustancias utilizadas comunmen
te para precipitar enzimas? ;Culles son.aceptadas para enzi-~
mas en la Industria Alimentaria?

6. ;Qué pasos seguirta 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 podrfa emplear para precipitarlas?

OBSERVAC | ONES

le En la extraccidn de enzimas vegetales, los buffers
deben mantener un pH cercano a 7.5 y la fuerza idnica debe ser
de 0,1 a 0,5,

2, En las plantas que contienen grandes cantidades
de compuestos fendlicos se afiade polietilenglicol o polivinil-

pirrolidona para proteger de la inactivacidn a la enzima,



122

3. El método sugerido para determinar la correcta

solucidn de sales a emplear para precipitar,es tomar pequefias
cantidades de solucidn de enzima cruda en varios tubos, ajus-
tar el pH previamente sl valor de menor solubilidad (&sto es
muy importante para una precipitacibn mas efectiva), mantener
la temperatura a 0°C durante todo el experimento y afadir la
sal con agitacibn contfnua hasta gue se disuelva como solu =

cidén saturada a 0°C,

La concentracidn de sales varia desde el 5 al 10%
sobre el rango de no precipitacidn hasta el 80% de satura -

s B2
cion,

Después de afiadir y disolver la sal, los tubos se
mantienen por 30,60,minutos y se centrifugan., El1 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 solucidn para eliminar el sulfato

de amonio que interfiere en la actividad,.
B1BLIOGRAF A

( 2, 25, 43, 52, 56, 63, 76, 78, 85, 91)



123

PRACTICA No, 532 ESTAB]LIZAC!dN Y PURIFICACION DE ENZIMAS,

BASES TEORICAS

La integridad de la estructura tridtmensional del
sitfo activo de una enzima es esencial para mantener su ac

tividad,

En general, las enzimas son mis estables a bajas
temperaturas pero existen diferencias en su susceptibilidad
al calor, las cuales estén relacionadas con el tamafio y com=

plejidad de la eniimaq

Las enzimas son mds estables en tejidos intactos o
en homogenados que en la forma purifica&a y esto se debe a la
diferencia de concentracibn de la protefna total! presente en
cada tipo de preparacién, también las condiciones de méxima

estabilidad presentan variaciones de una forma a otra,

la velogidad de desnaturalizacién de una enzima en
ausencia de factores que la perturben como la protedlisis, es
usualmente un proceso de primer orden, de aht? Ta importancia

de conocer el tienpo necesario para destruir toda Ta activi

tiea A
tica, ya

[}
A
%

. .
ad enzim /a que £sto, o la constante de velocidad de

1

i
¢

proceso, serdn los utilizados para determinarla,

La energfa de activacidn para transformar reactantes

en productos, en reacciones enzim8ticas es del rango de 6,000
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@
H
i

a 15,000 cal/ml., mientras la energfa de desnaturalizacién de

W

la enzima es del rango de 50,000 a 150,000 cal/ml., Asi con u-
na alta temperatura la desnaturalizacidén es répida debido al
gran namero de moléculas que tienen suficiente energfa para

pasar a un estado de desnaturalizacién,

Las enzimas tienen una desnaturalizacidn irreversi-
ble en soluciones muy &cidas o muy alcalinas, el pH en el que
estou ocurre varia con el tipo de enzima y éste es funcidn de

las condiciones de trabajo,

¢S
El pH de estabi1idqﬂhde una enzima estd usualmente

influenciado por la presencké;o ausencia de cofactores o de

Iy
. - N e .
otras moléculas pequefias y $ufre modificaciones por otros fac

tores como son: el tipo ¥ cogcentracidn del buffer, la fuerza
. ~

iénica, la constante dje]é&trica del medic y la presencia o
ausencia del sustrato, §
’ N
Las diferencias de pH y temperatura de estabilidad

pueden ser usadas para la-purificaciotn.

Existen métodos diferentes para la purificacién de.
enzimas, los cuales estén basados en: la diferencia de solu-
bilidad de una protefna a otra, la cual se determina por la
distribucién de densidad de carga, grado de hidratacién y la
presencia de componentes no protéicos de la molécula como los

fosfatos, carbohidratos o 1fpidos,



125

La interaccidn de la enzima con un grupo especifi-
co en la que se basa la metodologia de cromatografia de

afinidad, -es un factor importante en el andlisis.

La separacibn se basa en la diferencia entre las pro
tefnas en materiales de intercambio idnico, El grado de seoa
racién de protefnas en base a sus propiedades de carga, deben
ser realizados bajo condiciones donde las protefnas son mas
estables; la proteina puede ser removida del! material inso-

luble de una manera selectiva, por variacién de la concentra-

cidén de sales o por medio de cambios en el pH,

En la separacidn basada en el tamafio, las proteinas
difieren en sus pesos moleculares y por esto pueden ser se-
paradas en funcidn de sus diferentes sedimentaciones en el
campo gravitacional, En ésta propiedad se basa el método de -
filtracidn en gel,

Existen otros métodos con los que se determina la :
pureza de una enzima como: la electroforésis, que depende de
Ias diferencias en la carga, distribucién de carga, tamafio, :
forma de las moléculas y la ultracentrifugacidén que se usa pa
ra determinar el PM y la homogeneidad de los preparados y que
depende de la diferencia de densidad y tamafio de las moléculas.

(13, 14, 18, 22, 25, 78, 91).



OBJETIVO

1
i

El alumno conocerd v aplicard algunos de los dife~
rentes métodos de estabilizacidn y purificaci8n de enzimas,
as? como la importancia de los mismos en la industria Alimen

taria,

FUNDAMENTO

La estabilidad de una enzima es funcidn de la tem-
peratura y del pH, fuerza idnica, naturaleza del buffer, pre
sencia o ausencia del sustrato, concentracién de la enzima,
asf como de otras protefnas en el sistema, tienpos de incu -
bacién y de la presencia o ausencié de activadores o inhibi-

dores,
La afinidad enzimética es uno de los m&todos de pu
rificacién basada en !'a unidn de enzimas con un tipo de mate

rial adecuado,

PROCEDIMIENTO

1. Efecto de la temperatura., (971}

Incubar a varias temperaturas {(15,25,35, 45 55 %)
soluciones de enzima problema, en ausencia de sustrato, per=
maneciendo las otras condiciones (pH, concentracibdn de ac ae
tivadores u otros icnes, etc), constantes, Tomar alfcuotas dd

la mezcla de incubacidn & intervalos de tiempo de 15 a 30 min,
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Colocar las alficuotas en un bafio de hielo o directamente en
la mezcla de reaccidn que contiene el sustrato a pH y tem -
peratura Sptimas para la enzima. Determinar la actividad pre
sente en cada alfcuota mediante pruebas cualitativas o cuan=

titativas,

Los datos experimentales que se obtengan de la tem
peratura de estabilidad mas adecuada, serén diferentes para
cada tipo de enzima y dependerdn del tipo de epzima y orfgen
de la misma, asi como la forma en que se encuentre ya sea pu

rificada o en concentrado crudo,

2, Determinacidn del pH de estabilidad, (91}

Afiadir a diferentes tubos de ensayo una canti&ad fi
ja vy medida cuantitativamente de buffers de diferentes valores
de pH ( 3,5,7,8,10), de manera que se trabaje en zona &acida,
neutra y b&sica., Equilibrar la temperatura en un .bafio de agua
por 10 minutos, Afadir una alfcuota constante de enzima en ca
da tubo a intervalos de tiempo de 15 a 30 minutos., Sacar una
alfcuota y afiadir a una solucidn de sustrato a una tempera -
tura Optima de actividad y pH fijo, con suficiente concentra
cién.de manera que el pH final de todas las alficuotas sea el
mismo durante el ensayo de actividad,

Afin cuando el pH al que se efectla el ensayo de ac
tividad no sea el &ptimo, puede estar en la regiofien que la

enzima sea estable durante el andlisis.
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3. Afinidad enzimética, (20, 52, 63,91)

Llevar la enzima a una solucidn que esté 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 solucidn de enzima en la columna para que

se fije a 1a misma,

Extraer la enzima de la columna por medio de solu
ciones buffer seleccionadas previamente, de manera que, tra
bajando con cambios de pH, se eliminen las impurezas y se

obtenga la enzima con algiln grado de purificacién.

Una vez realizado lo anterior, se procederd a utili

zar la enzima ya sea precipiténdola o manteniéndola en solu -

cidn a condiciones estables,

La preparacién de la columna seré efectuada por el
profesor de précticas por ser un proceso que requiere mucho

tiempo,
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METODOS DE ANALISIS

A, DISCUSION DE LOS METODOS

1, ESTABJIL]ZAC1ON

Para evitar la desnaturalizacidén cuando se trabaja
con una enzima precipitada, se debe agregar al extracto pro-
tefnas como gelatina, albimina de suero de bovino, o albfi -
mina de huevo ya que la concentracidn de protefna total pre
sente es un factor que influye tambié&n en la estabilidad de

las enzimas,

Los agentes empleados para la estabilizacién de en
zimas 1fquidas incluyen compuestos orgénicos e inorgénicos co
mo benzoato de sodio, ésteres.de &cido p-~hidroxibenz8ico, --
glicerdl, propilenglicol, sorbitol y cloruro de sodio, Los
productos s8lidos son ajustados a potencias esténdares por a
dicidn de dilugentes como almiddn, lactosa, dextrosa, sacaro-

sa, harinas, sales, gelatinas y casefna,

" En casos en que la filtracidn del producto aliment]
cio sea practicada después del tratamiento con enzima, el di
luyente puede tener tierra de diatomeas, Los buffers y otras
sales como citratos o fosfatos, son tambié&n wusados en la
formacidn de productos enziméticos 1Tquidos o sélidos para =~-

mantener la enzime 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

presentan las protefnas, Entre ellos se tienen:

-~ Cromatografia por afinidads una solucidén 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 tetardard
debido a é&sta unidn con el.grupo que actuard como sustrato .
miéntras las otras protefnas y sustencias pasan directamente
a través de la columna: la enzima deseada puede ser elufds de
la columna por medio de: cambios en la fuerza ibnica, el pH,
o la constante dieléctrica del elumente., Este método se utili

za en la purificacidén de enzimas porque se pueden obtener puras

con.pocos pasos de purificacién, (91),

- Cromatografla de intercambio ibénico: en la préc -

tica se emplea un material insoluble,con algunas propiedades.
hidrofilicas, que contenge grupos ionizables de carga opuesta-
a la carga neta de 1la protefna, En adicidén, 1la protefna :
puede ser répidamente removida del material insoluble con un
eluyente que actidle de una manera selectiva, lo cual puede ser

realizado por variacidén de la concentracién de sales de la so

lucibén, o por medio de cambios en el pH, (20, 9!}
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La eleccidn de los materiales para uﬁarse en la s-
cromatograffa de intercambio idnico dependerdn de la natura-
leza de la carga en la protefna, En la préctica actual, otres
factores como la unidn con hidrégeno, distribucién de carga
'y tamafio de la molécula protéica pueden ser una regla en el
comportamiento de las protefnas en las columnas de intercam-
bio. idnico, El pH adecuado, es dictado, entre otras cosas, por

el rango de pH en el cu8l la protefna es estable,

Un gran nfmero de materiales de intercambio idnico
son usados para la cromatograffa de protefnas, entre los que

se encuentrang

- Amberlita IRC-503 La resina es ona matrfz inso-
Tuble con uniones cruzadas por divinilbenceno conteniendo gru
pos carboxflicos libres, los cuales dan la capacidad de inter
cambio catidnico, Contiene alderedor de 10 miliequivalentes
de grupos carboxflicos por gramo, El pH de 6 a 6,5 es efecti=
vo para molécuias de bajo P,M, como protefnas b&sicas (cito =
cromno, lisozima, ribonucleasa, quimotripsina y bromelina, La
desventaja es que son completamente inertes al ataque enzimd=«

tico y deben usarse soluciones con alta fuerza i8nica. Estas

R
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y prevenir la interaccibn con componentes no protéicos. (91),
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« Derivados de la ceiulcsag Son preparados por-
modificaciones quimicas de la celulosa., Son fnocuos a las -
proteinas y pueden ser usados sobre y bajo las condiciones-
de subsecuentes regeneraciones, Tienen alta capacidad para
las protefnas, Bajo‘condiciones ideales, | g de celulosa de
intercambio ibnico en peso seco es cap&z de unir aproximada-
mente 1 g. de protefna, De 100 a 150 g, de proteina pueden-
ser usados en una columna de 2 cm. de didmetro, Los materia
fes usados frecuentémente son carquimetilcelulosa { cMC )

y dietilaminoetil-celulosa ( DEAE-celulosa ). (91).

Sephadex: Compuesto por po!?meros de dextranas,
tienen la ventaja sobre los derivados de celulosa de que pe
guefias enzimas pueden degradar el material de soporte, Las
partfculas son mis uniformes en tamafo y su capacidad para
las protefnas es mayor. Tienen la desventaja de que se hin
chan o encogen marcadamente dependiendo de la fuerza 16~ -

nica de la solucidn, (91),

B, DESARROLLO DE LOS METODOS DE ANALISIS,

Fia de intercambio idnico. {91},

Reactivos:

Solucidn de enzima (o,Im! &6 1 mg/10 ml),

Solucidn buffer pHs 3,5,7,9. (0.005-0,01M)

Material de intercambio idnico.
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Técnicas

a) Determinacidn de las condiciones de adsorcidn y

. .
elucibn de enzima,

_ Estas, se establecen por un experimento preliminar
que define las mejores condiciones de adsorcion y elucién de
las protefnass

Anadir a tubos de prueba, pesos constantes de pe -
quefias cantidades de material de intercambio iénico que se en
cuentren equilibradas con buffers a diferentes pH (3,5,7,9).v
que tengan una o dos diferentes concentraciones de buffer (u-
sualmente: 0,005 - 0,01M ), Posteriormente se agregan peque-
ﬁas.alfcuotas de solucidn de enzima cfuda, Mezclar con agita-
cidén la solucidn de enzima y el material de intercambio idni-
co y mantenerlos durante 15 minutos a 0°C. Al término del -
tiempo, centrifugar y analizar en el Ifquido sobrenadante la
actividad y concentracidn de proteifna (cualitativa o cuanti-
tativamente), Los resultados indicarén bajo qué condiciones
se adsorbe preferentemente la enzima., El tubo qué dé los me-
jores resultados se suspende en un buffer que contenga una ba
ja concentracidn de NaCl (0,005-0,05M), Después de 5 a 15 min,
centrifugar el tubo y analizar en el 1fquido sobrenadante la
actividad enzimdtica.y la concentracién de protefnas. La con-
centracidn ae cloruro de sodio es incrementada en subsecuen =
tes lavados hasta que toda la actividad de la enzima sea remo

vida del material de intercambio,
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b) Preparacidn de la columna,

El material es suspendido en un gran volGmen de-
agua, en un cilindro graduado (aproximadamente 40g, de mate
rial en 2 litros de agua), y se deja hasta que se logre fi-
jar del 79 al 90% del mismo, El 1Tquido sobrenadante es ex
traido para remover las particulas finas, Este proceso de la
vado se continlia hasta que el material se fije uniformemen -
te y el Ifquido sobrénadante sea claro, El1 tamafio se forma-
mejor con DEAE-celulosa, usando una suspensidn inicial en
&cido clorhidrico 0,25M, Cuando mucho, durante esta opera-
cibn se puede remover del 25 al 50% del material,
Resultados:

Selecciénar el material y las condiciones adecua-
das y preparar la columna de cromatograffa de intercambio

iénico,

= Cromatograffa de intercambio anidnico débilmen-

te bdsico (ALFA AMILASA). (63).

Reactivoss
- Solucidn de acetato de sodio pH &.5 - 7.0

- Solucidn de NaOH 0,.5N

Aleint
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-« Duolita A-2

- Columna de vidrios 1 x 6 in.
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Una columna de intercambio iénico de Duolita A-2

débilmente b&sica se ajusta a pH de 7 pasando una solucidn

de acetato de sodio pH 6.5 a través de la misma. Adicionar

una determinada cantidad de solucidn de alfa amilasa fungal

previamente

ajustada a pH 6,5 con NaOH 0,5N, (la cantidad

adicionada estd en una relacidn de 2 volimenes de enzima por

cada vollmen de material de intercambio),

Pasar 0,2 volGmenes de agua por cada volimen de

solucidén de
sa de la col

Resultadoss:

enzima para asegurar la extraccidn de la amila-

umna,

Determinar la cantidad de actividad y proteina preg

sente en la

la columna,

Reactivos:

solucidn de enzima antes y después de pasar por

Interpretar los resultados,

Cromatografia de intercambio catidnito, {(PROTEA-

"Solucibn de acetato

SA FUNGAL), (63),

Solucidén de &cido acético

Solucidn de acetato de amonio dilufdo M/50 pHL 5=L4, 7

(o
D

> sodio IN pH 5.5

Solucidn de NH,OH  1-2N
Acetona
Resina de amberlita IRC-50

Solucidn de enzima (0,1mt & 1 mg/10 ml).
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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 estén en presencia de los otros
constituyentes del cultivo.Pasar el cultivo acidificado atra
vés de una columna de intercambio catibénico (Amberlita 1-RC
50 débilmente &cida). Antes de la adsorcibn, lavar la resina
en la columna haciehdo pasar a través de ella un buffer de
acetato de amonio diluido M/50 a pH 4.5 =4,7. La adsorcibn
es corrida en rango de flujo de 2 a 4 ml/min cm? de seccidn
transversal de la columna. Lavar con un volfinen de agua e-
quivalente a la mitad del volimen del cultivo. El rango de
fluidéz puede ser mayor'que el usado para la adsorcibn, EIl
agente eluyente usado puede ser el mismo que el empleado an
tes de la adsorcidn & acetato 8 citrato de sodio al mismo
pH y concentracidn, La elucibén es entonces corrida pasando ~
una solucidn de acetato de sodio 1N a pH 5.5. La velocidad

de flujo empleada es de 0,5 a 1 ml/ min cmz.

Los eluyentes que salen deben ser neutralizados(ya

que son susceptibles de disminuir répidamente su actividad),

5n de hidrdxido de amonio diiuido i o 2 N. Des

Q

COfn una soiuci
pués de ésto, la enzima se precipita con acetona y se redisuel
ve en un buffer a pH menor de 5, para otra fTijacidn en una co
lumna de Amberlita IRC-50 fina, Despuds de fijada la enzima,
se lava la columna como en la primera adsorcidn con un buffer

"de pH 5M/50 usando un voliimen aproximadamente igual o equiva
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lente al 1fquido adsorbido, eluyéndose despuéds con una so--
lucidn de acétato de amonio 0.5M a pH 5.5, El rango de flul
déz es de O0,5m1/min cmz. La solucidn eluida deberd ser -
neutralizada como en la primera adso?cién, La enzima puede
ser precipitada con acetona o dejada en solucidn mantenién

dola en refrigeracidn sin que se deteriore,

I

Filtracidén en gel (GLUCOAMiILASA) (63),

Reactivos:

Gel de Sephadex G-100

Columna de vidrios 1 x 6 in,

Solucidn de &cido sulfliricopH 4

1

Solucidn de enzima (0,Iml o Img/10 ml),

Técnica:

Aproximadamente 75 ml, de Gel de Sephadex G-100 se
colocan en una columna de filtracidn de 1 x 6 pulgadas, El
pH del gel se ajusta haciendo pasar varias veces agua con &
cido sulflrico a través de la columna hasta que el efluente
posea el mismo pH que el influente, Ajustar 20 ml, de una
preparacidn de enzima al mismo pH de la columna y adicionar
los a efla. Eluir las muestras con agua destilada y ajustar

las al mismo pH de la columna
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CUESTIONARIO

1., ¢ Cufles son los factores que intervienen en la
temperatura y pH de estabilizacibn de las enzimas?,.

2, ¢ A qué se debe la diferente estabilidad de las
enzimas en tejidos intactos y enzimas purificadas?

3. En la industriaé¢ Cudles son las sustancias que
se emplean para estabilizar enzimas en soluci{dn?

L, ¢ Cudles enzimas son usadas en la industria l&c
tea para medir la adecuada pasteurizacidn?

5., ¢ Cuales son las ventajas y desventajas que se
encuentran al purificar enzimas?

6. ¢ En qué bases debe fundamentarse la crcmatogra-
ffa de intercambio idnico para la purificacidén de enzimas?

7. ¢ Cuéles son las ventajas que se obtienen al in

movilizar una enzima en una columna?

OBSERVACIONES

Las pruebas de actividad enzimitica que se reali-
cen en las determinaciones de pH y temperatura de estabili -
zacidn, podrén ser cualitativas o cuantitativas utilizando 3
los métodos conocidos y la veracidad de los datos obtenidos
estard relacionada con la forma en que se efectlen, el tiempo
disponible para su rsalizacibén y todos los factores que influ

yan en la misma,
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Para efectuar ésta préctica se requieren al menos
dos bafios de temperatura-constante y buffers a diferentes -

pH.

Las pruebas se llevarén a cabo con soluciones de
enzima del medio de cultivo inducido, para que con los datos

obtenidos se pueda trabajar en la purificacidn,

La purificacibn de enzimas por los métodos de fija
cidn en columna requiere de un especial cuidadd porque se tie
ne que tomar en cuenta cuales son los materiales que se van

a emplear en las diferentes enzimas,

En el caso de que la fijacibn de enzimas no se pue
da realizar, se sugiere realizar una prueba al menos para to-

do el grupo,

BIBLOGRAFIA
(18,22,25,33,47,50,52,53,63,78,91,85)
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PRACTICA No, 6: OBTENCldN DE_ENZIMAS POR INDUCC{ON_MICRO-
BIANA,

BASES TEORICAS:

Las enzimas comerciales usadas en la industria de
alimentos son producidas por cada una de las clases de mi -
croorganismos:s HONGOS, (amilasa, proteasa, glucoamilasa, celu
]aga, pectinasa, catalasa, etc), BACTERIAS ( amilasa, protea-
sa, catalasa, lipasa, etc) y LEVADURAS (invertasa, lactasa,

etc),

Los cultivos de A, flavus, A, oryzae, A, niger, B,

subtilis, S, cereviceae, son de particular importancia,

Cadé cultivo de microorganismos produce una gran
cantidad de enzimas cuya funcidn es hidrolizar materiales nu
tritivos y reacciones metabélicaé, La cantidad absoluta y re
lativa varifa em cada especie y alin en cultivos de la misma -

especie,

l.os procesos de induccidn estén involucrados en la

seleccidn del cultivo original para la produccidén de enzimas-
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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 acclidn en el sustrato y se hacen cre--
cer como un cultivo puro en el laboratorio, Las variaciones-
pueden ser hechas en los constituyentes del medio y en las-
condiciones de crecimiento hasta llegar a tener el méximo po

tencial de produccidén de enzima.

Cuando se desea tener una enzima que produzca uha--
reaccidn determinada, la fuente debe ser buscada en microor-

ganismos, métodos de induccidén y procedimientos de separa --

cibén adecuados,

Se ha encontrado que los cultivos mutantes tienen-
gran importancia en la produccidn de enzimas comerciales. Al
gunas veces los mutantes multiplican la oroduccidén de enzima
obtenida de los cultivos originales, Por otra parte, pueden-
producir poca cantidad de contaminantes de enzima o productos
de metabolismo indeseables; ésto, facilita la separacién de
las enzimas y su purificacién, Los mutantes son obtenidos al
someter a los cultivos a agentes mutagénicos talés como Luz-
Ultravioleta, Rayos X o agentes quimicos, a tal grado que mu
chas de las cé&lulas mueran, Los cultivos, son entonces colo-

‘cados en un medio de separacién conteniendo los sustratos --

apropiados, Las colonias son escogidas para nuevos gislamie

tos por sus caracteristicas superiores comparandolas con los
cultivos originales por los procedimientos comunes de selec
cibn,

Las fermentaciones convencionales emplean cultivos
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’

vivos, los cuales crecen produciendo un sistema enzimitico y
simultdneamente efectiian la conversidn de sustratos a pro =
ductos finales, En é&stas fermentaciones es siempre necesario
la suplementacidn de material nutritivo y el sustrato es usa
do para la produccidn de material celular y'en una de las reac
ciones que efectlian algunas enzimas presentes en las células,
Algunas veces estos decrementos pueden ser minimizados por el

empleo de cé&lulas como fuentes de los sistemas enzimdticos.

Cuando una enzima o sistema enzimitico de dos o
tres enzimas estén involucradas en una reaccidn deseada, es
preferible Ta separacibdn de cada enzima ya que se disminuyen
las reacciones indéeseables vy por que aumenta la concentracf&n
de las enzimas, necesitandose pequefias cantidades de enzima
lo que evita cambios indeseables en el sabor y composicidn
de productos alimenticios,

Los cultivos se desarrollan por inoculacidn de cul__
tivos puros en medios estériles con nutrientes en una compo -
sicidn adecuada, pH, temperatura bptima bajo la presencia o
ausencia de oxfgeno, Las enzimas comerciales son usualmente

derivadas de microorganismos aerobios,.

Los métodos de cultivos sumergidos para hongos y
basterias en el laboratorio,se hacen crecer en matraces en

aereacidn o en pequefios recipientes con agitacidn y aereacion

(Fermentadores).
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Comercialmente son empleados tanques hondos, los
cuales son equipados para introducir aire estéril y tener una
agitacidn vigorosa, La .cantidad de aire, el grado de disper-
sion y la cantidad de agitacidn son variables interdependien-
tes, Lasrcondiciones apropiadas para una méxima produccidn 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 produccidn 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 djferentes,

Los microorganismos se multiplican por divisién ce
lular, usualmente las curvas de poblacién de los microorganis
mos inoculados en un medio de crecimiento favorable pueden ser

divididas en varias fTases:

del nimero

de microorganis-

mos
>

Log.

H\\§\

Tiempo (horas)

A-B FASE LAG; B-C FASE DE ACELERACION POSITIVA; C~D FASE LQGA-
RITMICA O DE CRECIMIENTO EXPONENCIALs D-E FASE DE ACELERACION -
NEGATIVAs E-F FASE MAXIMA ESTACIONARIA: F-G FASE DE MUERTE ACE-
LERADAs 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 microorganismo, 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 dils
minuir la fase lenta o eliminarla puesto que la prevencién de’
la contaminacidn en el cultivo es un problema constante, Es
usual, por lo ténto, usar la misma composicidén de siembra en
la fermentacidn de produccidn y el émplear una gran cantidad
de inbculo para la activacidn del crecimiento en el cultivo,
Estos procedimientos pueden eliminar completamente la fase

lenta en una planta,

La segunda fase es la de MULTIPLICACION ACELERADA,

usualmente designada como l'a 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 méxima densidad de poblacidn sea al .
canzada, los mecanismos de restriccidn pueden entrar en juego
tales como el consumo de nutrientes esenciales o la presen -
cia de productos de inhibicién/ E1 1imite de crecimiento es
determinado por el volilmen y composicidn dei medio, pero si
un-medio de cultivo fresco es continuamente adicionado, es

posible prolongar el crecimiento casi indefinidamente en la

fase de crecimiento logaritmico, Esta es la base de los pro-



145

cesos de fermentacidn continuos.

Ordinariamente en los cultivos la fase logaritmica
es seguida por una FASE ESTACIONARIA durante la cual la po-
blacidn celular permanece casi constante, algunas células con
tindan reproduciendose, otras permanecen estdticas aunque via
bles y algunas pueden morir, Hay que considerar la varixzidn -
del Qigor de cada célulia y probablemente el tipo y grado de

su metabilismo,

El estado final es la declinacidén poblacional con

la muerte de muchas c8lulas y lisis usual.

Los factores de crecimiento microbiano y de pro -
duccibn y estabilidad de enzimas, plantean problemas de op-
timizar el tiempo de recoleccidén en el laboratorio y en la

planta,

Dependiendo del microorganismo y de la enzima dese
ada, en las fermentaciones en el laboratorio son comunes de
2 a 5 dias, mientras que fermentaciones en plantas pueden re
querir sojamente de 12 horas a 6 difas, En el laboratorio de-
bido a los pequeﬁos voldmenes que se usan cuando la méxima
prodiuccidn es alcanzada, los cultivos pueden ser répidamente

recolectados por métodos simples que involucran pocas horas

En la planta, algunas horas pueden ser involucradas para las

M . . I-
operaciones andlogas de filtracién, concentracidon, precipl
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tacidn, recoleccidn y secado de las enzimas., (21, 29, W1, -

43, 75, 78, 81).
OBJETIVO

El alumno obtendrd una enzima microbiana aplicable
a la Industria Alimentaria, por medio de la induccidn de un

microorganismo seleccionado,
FUNDAMENTO

La produccién de enzimas para empleo industrial y
como alimento, 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 fermentacidn,

En todas las fermentaciones, las enzimas son los cg
talizadores actiVos que dirigen la cadena de reaccidn qui-
mica compleja. Las fermentaciones se controlan escogiendo los
microorganismos y el medio adecuado, de manera que Se produze=

ca en abundancia una enzima o un grupo de ellas,.
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PROCEDIMIENTO

1. Seleccibn del microorganismo adecuado: Los mi-

croorganismos empleados son: hongos del género A, niger; bac-
terias como B, subtilis y levaduras del género S, cereviceae,

2, Medio de conservacidn: es un medio nutritivo

general para la conservacidn de cepas de las tres especies -
de microorganismos a inducir., Se deberé&n sembrar al menos 3
tubos con medio sdlido y se sellaran dos de ellos una vez que
se desarrollen los microorganismos CEPA, El sello podrd ser

de parafina 6 de algGn otro material & método conocido .

A continuacidn se mencionan tres medios generales:

- MEDIO SABOURAD, (719

peptona de carne 1.0%
glucosa ’ : 5.0%
Agar simple 1.5%
Agua A 92,5%

- MEDIO GELOSA NUTRITIVA (71}

Extracto de carne 0.3g
Peptona 0.5¢g
Agar 1.5 - 1,8¢g

Agua 100,0 ml,
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~ MEDIO DE GELATINA NUTRITIVA (711

Estéd constituido por las mismas substancias que el
medio de gelosa nutritiva, variando el agar por 15 g. de ge-
latina, '

Los tubos que contengan el medio se ponen a esteri-

lizar y se siembran posteriormente,

3. Medio de crecimiento general:s (PIE DE CUBA)(71}

Este medio debe tener nutrientes esenciales para el
crecimiento del microorganismo como sons agua, fuentes de car
bono y energfa, fuentes de nitrbégeno y minerales, asf como -
okfgeno e hidrégeno, Los organismos heterdtrofos toman sus nu

trientes de la siguiente forma:

- FUENTE DE CARBONO: carbohidratos como glucosa y sa

carosa, Estos le proporcionan energia necesaria para sus fun-
ciones metabdlicas.

- FUENTE. DE NITROGENO: protefnas, aminodc’dos, pep

tonas, urea o sales inorgénicas como las sales de amonio.

- FUENTE DE MINERALES: el requerimiento varfa con el
tipo de microorganismo, Algunas sales son importantes ya que
intervienéﬁ en la formacidn de coenzimas, enzimas y en las :
reacciones metabdlicas,

- FUENTE DE OXIGENO: la introduccién de oxfgeno al -

medio por aereacidn es importante para el crecimiento micro-

biano,
Para la fase de crecimiento general se emplea aproxi
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madamente una semana, después de la que se pasar8 al medio de

induccidn,

L, Fase de induccibn: En &sta fase, el microorga=

nismo se hard crecer en un medio adecuado para la produccidn-

de ]a'enzima deseada (la cual se 3elecciond previamente en-

el PIE DE CUBA), Existen medios para produccidn de enzimas-
con migroorganismos, que han sido probados industrialmente (63).
La cantidad de sustrato adecuado para la produccidn de la enzj
ma escogida; se ird aumentando paulatinamente, de manera que

se induzca al microorganismo & su elaboracidn. Se pueden rea-
lizar varias inducciones, sugiriéndose para cada una de ellas

pruebas de actividad enzimética.

Una vez que el microorganismo ha producido la enzi-
ma con la actividad enzimdtica deseada, se d& por terminada -
la fase de induccién y se proceder§ a la extraccibn del medio
que contiene la enzima exento del microorganismo por los mé -
todos édecuados. Se procederd a separar la enzima y mantenerla
en condiciones de estabilidad para su future aplicactén a la~

produccidén de -alimentos,
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METODOS DE ANALISIS

A, DISCUSION DE LOS METODOS

Los microorganismos necesitan de la presencia de nu
trientes adecuados para su crecimiento, desarrollo y sfntesis
de factores esenciales para su actividad vital, Por tal moti-
vo; se requiere de un medio b&sico formado por materias como
agua, fuentes de carbono y eﬁergfa, nitrégeno, elementos mfne
rales, asf como de los medios para proveer hidr8genc y oxfge-

no,

Como fuente de energfa se consideran sustratos orgd
nicos (AZUCXRES) ya que al romperse los carbohidratos a €O, vy

Hyo0, se libera una cantidad relativamente alta de energfa,

Los microorganismos sintetizan su material celular
a partir de la presencia de carbono que se produce en la de =

gradacidn de las sustancias que proporcionan energfa,

Como fuentes de nitrdgenc se pueden emplears prote-
fnas, aminofcidos, peptonas, urea o sales inorgénicas de amo

nifo,

Por su parte, el agua sirve a la célula para distrl

buir los materiales en la misma,
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Para llevar a cabo las funciones estructurales y fi
sioldgicas, el microorganismo requiere en menor cantidad, la
presencia de sustancias como fdsforo, azlGfre, potasio, calcio
magnesio, sodio, cloro, ademds de elementos importantes para
el metabolismo ya que son constituyentes de enzimas o coenzji

mas, Entre &stos se--tienen sustancias como manganeso, cobre,

ziné, mol ibdeno, cobalto y boro,

B. DESARROLLO DE LOS METODOS

DISENO DE MEDIO (71).

A. Fuente de energia:

Durante la oxidacidén de carbohidratos a €0, en la
glicdlisis y el ciclo de Krebs, se producen ADP y ATP, De és-
ta manera, los azlcares fermentables: glucosa y fructosa pro
ducen 38 ATP por mel de azlcar (180g). Por otra parte se sa-
be que cada ATP producido proporciona la energia suficiente
para producir 6 g. de céiulas:

CeH120, + 6 0y —=—» 6C0p + 38 ATP

1 ATP ~emcomcomma= 6 g, de células
X ATP  eccacmcacea- 1 g. de células
[k =0,166 ATP/gq de células|

180 g hexosa m=-=n~=~ 38 ATP
X g hexosa ~===-=--- 0.166 ATP

X = 0,786 g hexosa/q., de célulasj
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El 50% de los requerimientos del microorganismo es

t&n representados por la fuente de carbono,

1 g. de células ewwwa-wwas 0,5 g, de carbono

180 g. dé hexosa ~ww-cea-w- 72,0 g, de carbono

X g, de hexosa C.5 g. de carbone
? X = 1.757q, de hexosa/qg. de céluias |

Para producir 1.0 g.
FUENTE DE ENERG!As
FUENTE DE CARBONO:

de células se necesitans
0.786 g. de hexosa

1,250 g. de hexosa

¢ FUENTE 10TAL 3

2,056 g, de hexosa i

C. Fuente de Nitrbgeno,

El nitrdgeno se adicionard como fosfato de amonio -

dibasico:

1 g. de células =rearece== 0.1 g. de Nitrbégeno
132,15 g (NHy)2HPO), ~=wm=-- 28,0 g. de nitrbgeno
X g 77 ameana 0.1 g de °°
X = 0.57Z g. (NA,),HPO;/g. de c&lulas

D. Fuente de Fdsforo,

El fbésforo no es necesario agregarlo ya que va in-

cluido en otras fuentes en fTorma de idn fosfato y excede al

2% del fbsforo requerido,
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E. Fuente de Calcio,

E1 Calcio se afiadird como cloruro de calcio.,

1.0 g de células ==eece-- 0.009 g de calcio
110.9 g. de CaCl,  =omme-s 40,0 g de calcio
X go de 77 mmceaa- 0,009 o

X = 0,024 g Ca Cl,/g de celulas.

F. Fuente de Potasio,

La fuente de potasio representa el 0.5% de los re-
querimientos de la cepa y se adiciona en forma de sulfato de
potasio,

174,27 g. de KZSOQ ~~~~~~ 73.0 g. de potasio

X g. de ”®  emmeaa 0.005 g 7

i X = 0,01T g de K550, /a, de celulas, |

‘G, Fuente de Azifre,

El porciento de azifre es superado mediante la adi-
cidn de lTas fuentes de potaslo, magnesio, menganaso, 7inc, so

7

dic, hierro v cobre.

H. Fuente de Magnesio,

Se requiere un 0.17% de magnesio y se agrega en for
ma de sulfato de magnesio heptahidratado.
246,3 g MgSOL,7Hy0  =emwm- 24,3 g, de magnesio
X g % eeeae- 0.0017 g. 7

X ="0,017 g Mg50,.7Hy0/g, de celulas,
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|, Fuente de Manganeso,

Se requieren 0.003% y se afiaden como sulfato de man
ganeso hidratado,
168.94 g. MnS0, .Hp0  ==n==- 54.94 g. de Mn,

X g - | mmmee- 0.00003.g. de Mn.

(X =0.0000927 g Mn50, .H,079. c&lulas ]

J. Fueﬁte de 2iﬁc.

Se requieren 0,017% y se agrega como sulfato de Zinc
heptahidratado, |
287.54 ¢ ZnS0y . 7H90  ~---- 65.37 . g In
X . T memas 0,00017 g Z.

X = 0.00074/ g 4Zn SUy.7 H20/g. de celulas

K.‘ Fuente de Cébré.

Se requierenv0.00Z% y se afiaden como sulfato de co ~
bre pentahidratado,
249,68 g CuS0y.5H90 ==w=== 63.554 g de Cu
X ST e 0.00002 g de Cu

X = 0,0000/85 g de GuSU,.5H90/ g de eeiulas

L. Fuente de sodio,

Se requiere 0.15% . Se adiciona como cloruro de sodio
58.4L g NaCl ==w=w--= 22,99 g de sodio
X T e 00,0015 g de sodio

X = 0,00361 ¢g NaCl/g de células.
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M. Fuente de Hierro,

La fuente de hierro representa el 0,017% de los re
querimientos y se afade como sulfato ferroso, ‘
278,03 g de FeSOy.7Hy0 ~---- 55.84 g Fe,
X T emeas 0.00017 g Fe.

%= 0,0000646 ¢ FeSOq. 7H20/g de celula

PREPARACION DEL MEDIO

Se pesan cuidadosamente todas y cada una de las sus
tancias en una balanza analftica. Se disuelven las sales en
las dos terceras partes del volimen total de agua y los carbo
hidratos en el volimen restante,

ESTER|IL1ZAC|ON

El medio se esteriliza a 1219C y 1.4 kg/cm? durante
10 minutos. Después se enfria a chorro de agua. Una vez frias
las soluciones se mezclan en una zona estéril, se mide y ajus

ta el pH al adecuado al microorganismo,
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CUESTIONARIO

1, iCufles son las sustancias esenciales para el
crecimiento microbiano?

2, iCufles son los factores que determinan la ==
produccién de una enzima microbiana?

3, Explique claramente la funcidn del medio ge
neral de crecimiento,

L, Indique cufiles de las enzimas utilizadas en
la Industria Alimentafia se\bueden obtere r por vfa microbia;
na,

5. Mencione al menos 3 ejemplos de enzimas micro

bianas obtenidas actualmente a nivel industrial,

OBSERVACIONES

1. Una vez que el microorganismo crezca en el medd
general, se gugiere realizar pruebas cualitativas de identif]
cacién de las enzimas producidas para seleccionar aquella que
se quiera obtener,

. 2, Cuando se estd desarrollando la fase de induccién
se efectuarén pruebas de activadores e inhibidores, actividad-

enzimética y pruebas de peecipitacién,

BIBLJOGRAFIA,
15,21,23,27,32,34,35,36,39,41,44 55,63,71,75,78,81,

82,84, 85,
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PRﬂbT[CA No, 7. APLICACION DE ENZIMAS A LOS ALIMENTOS,

BASES TEORICAS,

"

. .
‘La aplicacibn de enzimas a los alimentos abarca tan
i .
to a las enzimas presente$ de manera natural,como a aquellas

que se afiaden con propdsitos especificos,

Las fuentes de obtencibn de enzimas pueden ser: a-
nimal ( renina, pepsina}, vegetal (papaina, bromelina) o mi-
crobiana (amilasa bacteriana, proteasa fungal) y pueden ser

utilizadas bajo varios aspectos como son:.

1. Enzimas en el almacenamiento y procesamiento de

los alimentos,

La cantidad y clase de enzimas cambia contfnuamen -
te durante el desarrollo y maduracibén. Ellas, son benéficas-
durante el sesarrollo y crecimiento, aunque un imbalance en
sus actividades puede guiar a un estado indeseable de los ali
mentos. Alin cuando un animal muere, el sistema enzimético con
tinfa funcionando hasta que se termina el substrato o el pH

cambia a otro .desfavorable para la accidn de las enzimas.

Durante la maduracidn de frutas y vegetales, la ac
tividad enzimdtica aumentas la velocidad de respiracidn se -
incrementa, hay conversidn de almidones a azicares, se degra

da la clorofila y se incrementa el tamafio de las células. T¢
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das éstas actividades se consideran benéficas en las frutas

mientras que la degradacidn de la clorofila puede considerar-

se como indeseable en algunos vegetales verdes,

Después del proceso de maduracidn, continla la ac -
tividad de las enzimas hidroliticas de manera que sin condi>:
cidnes de atmbsfera controlada, las frutas se sobremaduraﬁ y
se pudren, deterioréndose los tejidos en los vegetales, Los
factores que afectan la actividad enzimética son de gran:suti
lidad en la manipulacidén y control de lss enzimas después de
la cosecha. El almacenamiento a bajas temperaturas disminuye

la actividad enzimética y el tiempo en que el producto se con

vierte en inaceptable aumenta, El almacenamients a 0°C es i

E)

conveniente debido a que aumenta la actividad enzimética por

que el substrato est& en mayor contacto con la enzima, (91),

En las frutas, el incremento de la respiracibn se
debe a la accidén de oxidorrductasas, Esto se evita disminu-
yendo la temperatura y cambiando la atmésfera a otra con me

nor cantidad de oxigeno por medio de Ny y CO,.

[

La completa exclusidn del oxfgeno es indeseable ya
que requieren ciertos procesos oxidativos para mantener 1|a-
integridad de las células, El almacenamiento a bajas concen;
traciones de oxigeno puede provocar en papas y algunas fru :
tas, el obscurecimfento y en vegetales y frutas la pérdida

de sabor,



159

Los -dos mejores métodos de control de actividad en-
zimdtica en alimentos son el tratamiento por calor y la con-
gelacidn, E1 primero destruye la actividad enziméticas un tra
tamiento édecuado del calor en frutas y vegetales es determi f
nado por medio del- indice de actividad de peroxidasa, el cual
indica que se han destruido todas las demds enzimas. La conge
lacidn, no destruye la actividad enzimética, sélo la disminu
ye, mientras estd el alimento en el almacén. Cuando los ali-
mentos no reciben un proceso de escaldado antes de la conge-
lacién, hay una marcada aceleracién de la actividad enzimé -

tica inmediatamente después del descongelamiento.

La actividad enzimética indeseéble para un alimento
" puede ser deseable para otro, Por ejemplo, la polifenoloxida
sa en plétanos provoca un obscurecimiento indeseable, mien -
tras que en el café, té& y pasas, se necesita para obtener su

color caracterfstico, (91).

2, Enzimas en la digestidn y asimilacién de al imen-

tos.

El proceso de digestidén y asimilacién de alimentos
estd controlado poir hormonas que ejecutan su éccién por medio
de enzimas involucradas en éstos procesos. Algunas son: las
ami lasas, proteasas y glucosidasas de la boca; las estearasas
lipasas, fosfatasas, nucleasas y enzimas del transporte acti-

2

vo de aminodcldos, &cidos grasos, glicerol, purinas, etc. pre
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sentes en el tracto gastrointestinal y en su mucosa, Las en-
zimas de la biosfntesis de protefnas, &cidos nucléicos, etc.
presentes en el hfigado y otras.

3. Enzimas en la salud y enfermedades.

Algunas enfermedades se han asociado a la ausencia

o anormalidad de enzimas especificas del metabolismo. Estas

erifermedades son debidas a defectos genéticos y s6lo se ore-

vienen por reconocimiento médico y control por medio de die -
tas adecuadas. Un ejemplo es la ausencia de beta galactosi-
dasa que se refleja en la intolerancia a 1a lactosa,

L, Enzimas en procesos analiticos.

Debido & su especificidas, las enzimas son apropia-
das para medir compuestos individuales de plantas vy animales

Generalmente no es necesario tener un grado alto de pureza de

los compuestos antes de que sean cuantitativamente determina-

dos, Un ejemplo claro es la determinacidén de glucosa, 1a cual

se puede hacer por medios quimicos empleando soluciones de -

cobre, &cido 3,5 dinitrosalicilico y otros, teniéndose la des
ventaja de no poder distinguir entre glucosa y otros produc--
tos reductores, La accidn de glucosaoxidasa sobre glucosa se

combina con determinaciones col métricas del peréxido de

or
d .

.
neroxidsasa y sirve para de-

hidrégeno producido ! Y

n:.
. 3

por

]

uso

1)
3

terminar los microgramos de glucosa en pocos minutos,
Tembién se puede determinar la glucosa por medio de

glucosaoxidasa inmovilizada en una columna de gel de poli --

acrilamida, analizando el decremento de la tensidn de oxfigeno.
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debida a la accidn de la enzima por medio de electrodos sen
sitivos al oxTgeno, La enzima inmovilizada puede ser usada
repetidas veces, lo que disminuye su costo, (2, 5, 6, 9, 11,
13, 14, 17, 27, 33, L3, 52, 59, 64, 69, 76, 78, 80, 83, 86,
87, 90, 91,92,).

OBJET]VO
- El alumno realizard las siguientes aplicaciones
en alimentoss

1, Aplicaréd una enzima comercial proporcionada
por el profesor,

2, Aplicara una enzima inducida, obtenida en el
laboratorio,

3. Inhibird una enzima presente.en un alimento
para evitar reacciones indeseables en el mismo,

L, Activard una enzima presente en un alimento
para proporcionarle al mismo, alguna caracteristica desea-
ble.

5. Medird el contenido enzimdtico en algin proce
so para dar un Indice de efectividad del mismo.

Esta prictica se realizard en cinco etapas.
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FUNDAMENTO

La practica se basa en la aplicacidn de todos los
conocimientos adquiridos por el alumno en las précticas ante
riores, para obtener una mejora en un alimento dado, por me
dio de la aplicacibn, activacién, inhibicidén o medicién del
contenido de enzimas en el mismo, tomando en cuenta todos
los factores que afectan la actividad de las enzimas y su a-

plicacién en la Industria Alimentaria.

PROCEDIMIENTO,

1. Seleccionar el tipo de alimento en el que se a -
plicarad la enzima comercial proporcionada por el profesor, Es
ta seleccidn se hard en base al tipo de enzima del que se tra
te (proteasa, lipasa, carbohidrasa, etc).

2, Elsborar el alimento seleccionado,

3. Siguiendo el método adecuado, adicionar la enzi
ma (de 100 a 500mg), a parte del alimento, dejando como testi
go otra parte del alimento al que no se le adicionard la enzi
ma,

L, Observar y combarar los resultados en el alimen
to con y sin enzima,

5. Repetir la operacibn con la enzima obtenida en

el laboratorio por induccidén microbiana,
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- |nhibicidn de enzimas presentes en alimentos

1. Seleccionar el tipo de alimento al gue se le in
hibiréd alguna enzima para proporcionarle una caracteristica
deseable.

2., Elaborar el producto y afiadir el inhibidor se
leccionado a Ta mitad del mismo, dejando como testigo la o =
tra mitad, (Tomar en cuenta que el inhibidor seleccionado de
berd estar permitido para los alimentos y no podré ser tdxi-
co, asl como seleccionar correctamente las condiciones del
experimento).

3. Después de elaborado el producto, comparar los
resultados obtenidos en el alimento que posee el inhibidor vy

el que no lo posee,

- Activacidén de enzimas presentes en alimentos,

La prueba de activacidén de enzimas presentes en los

alimentos se har& de manera similar a la de inhibicién,

Se sugiere, de ser posible, elaborar pruebas de
actividad enzimdtica para verificar el grado de activacidn o

de inhibicidn alcanzado.

- Medicidn de enzimas presentes en alimentos como

Tndice de efectividad de un proceso.

1. Seleccionar el tipo de proceso a verificar y

medir la actividad enzimédtica antes y después de sometido el

alimento al proceso. Explicar los resultados obtenidos,
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METODOS DE ANALISIS

A, DISCUSION DE LOS METODOS

1. Aplicacién d los alimentos de enzimas comercia=-

les e inducidas en el laboratorio,

A, Elaboracién del pans La harina contiene protea=

sas que reblandecen 1la masaj; pequefias cantidades de alfa
amilasa y gran proporcién de beta amilasa, En algunas ocasio:
nes se adiciona amilasa fungal o de B, subtilis para elaborar
galletas y biscochos, También se utiliza alfa amilasa fungal
o malta de trigo o cebada para aumentar el vollmen de la hoga
za por la conversidn del almidén en maltosa que la levadura ;
utiliza generando COZ, La alfa amilasa bacteriana, -mas resis-
tente al calor, actlia en el horneado provocando un pan blan -
do pero chicloso, La beta amilasa desintegra las dextrinas ;:
formadas por la a]fa'amilasa. Las dextrinas contribuyen a -

las propiedades f?sicas y de sabor del pan,

El tratamiento enzimftico en la panfficacidn pro=--
guce fermentaciones r8pidas, completas y vigorosas; reduce el
tiempo de premezclado y se logra &ste mas homogéneo; ia ma-
sa se vuelve menos resistente, mas extensible, menos pegajo =

sa, mas manejable y de mejor sabor vy aroma, En Tlos bisco -

9

chos adem8s, 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-

nolTticas que hidrolizap y despolimerizan la pectina, Entre
sus ventajas se encuentran:

- Incrementan el rendimiento de jugo libre y to-
tal, extraen el color del hoilejo, evitan el sabor a cocido,
facilitan el manejo del fiuldo para prensarse, extraer el
jugo y después clarificarse, en produccidn de purés y jugos
concentrados,

- Se emplean para clarificar jugos {(citricos, man-
zana, fresas), En el caso de chabacano y durazno, la despec-
tinizacidén ayuda a mejorar la separacidn del jugo de la fibra
rindiendo jugos claros que pueden concentrarse sin la forma -
cidén del gel., Los jugos de fruta también se enturbian por la
presencia de almidon 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 gelatinizacion de los granos de
café,concentrados de 1imdn, jugos de fresa, cereza, etc,

= Para eliminar por completo la pectina presente y
estandarizar la adicidén de la misma, obteniendo una calidad
constante en la produccién de jaleas,

= En el pelado de citricos para extraer la piel,

y sus esencias,

= En tratamientos de turbidéz de jugos citricos de

baja concentracidn, para aumentar la concentracidn del Brix

sin gelificacién.
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= Eliminacién de pectina de verduras para ser des
hidratadas o suavizadas y en procesamiento de jugos de verdu
ras, (17,43,78,87),

C, Confiterfas Se tienen diversos usos entreﬂlos '
que destacans

; E1 uso de renina para elaborar dulces de leche,

~ E1 empleo de invertasa en la elaboracién de fon_
dants, caramelos de interior 1fquido y caramelos macfzos axf
como para evitar la cristalizacién de 1a miel de abeja,

~ En helados, se emplea la lactasa para.evitar la
cristalizacién de la lactosa,

- En la fabricacién de jarabes, chocolates, cocoa
para recuperar azlicar de los desechos de la industria confi
tera, en la fabricacibn de jaleas, se emplean amilasas,

- En la hidrdlisis de la pectina que permite re
cubrir durante la fabricacibn de dulcss que posteriormente se
licBan por ja presencia de pectinasa fungal,

« E1 uso de enzimas para hidrolizar la pectina du-

rante la fermentaci®n del cacao., (17,43,87,91),

D, Industria Cervecera: Se empiea amilasa bacte-

rlana, por su estabilidad al calor, .en el macerado de los gra
nos de cebada como premalta, La cerveza contiene indicios de

almidén que la enturbfan y se eliminan con amilasas., También
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con el enfriamiento aparece una nebulosidad debida a la inter
accidn de protefnas, carboh?dratos y taninos gqie se elimina

con la adicidn de bromélina, papafna, proteasas fungales y mi
crobianas durante el almacenamiento evitando su precipitacidn

al enfriarse, (5,43,64,87),

E., Fermentacibns Entre los principales usos de las
enzimas se encuentrant

= En la fabrlcacibn de vinos, se incorporam las en
zimas pécticas a la fruta triturada, tanques de mosto, cubas
de fermentacidn o en los tanques de vino, para proporcionar
aumento en el rendimiento de jﬁgo y vino, al aumentar la ca
pacidad de las prensas contfnuas y facilitar la filtracién,
Produce un jugo y vino limpios y clarificados con una esté-
bilidad méxima, disminyyendo el tiempo de proceso, Ayuda en
la extraccidén del color y sabor del hillejo, retienen el sabor
fresoo y el bouquet y aceleran la sedimentacidn de borras, Con

trolan la fermentacién,

- En Ta produccién de azlicares fermentables para
obtrner alcohol, &cido léctico y acético se emplean enzimas

de Acetobacter acetfi, (17,43,87),

F. Productos l&cteoss

= En la elaboracidn de quesos y casefna se emplean
renina que produce un cofgulo eléstico del que se exprime f&
cllmente el suero, Se puede usar renina con pepsina, ficina,

estearasa pregéstrica, etc,
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- En la elaboracidn del queso, las enzimas producen
caracteristicas especiales segin el tipd de queso del que se
trate como por ejemplo: roquefort, cabrales, camambert, gruye
re, y otros, (2, 43, 6L 73, 76, 78),

; En 1a elaboracién de hidrolizados de lactosa; se
emplea la lactasa, Estos se utilizan para personas con defi-
ciencia de lactasa en el intestino delgado, En la fabricacién
de helados, se evita la sensacidn arenosa por la cristéliza:é
cibnde la lactosa adicionando lactasa,

- En la elaboracidn de postres tipo natilla se em::
plea renina,

; La catalasa se emplea para eliminar el agua oxige

nada si se utiliza ésta en la esterilizacibén de la leche.

G, Productos cérnicoss (43,87,91),

- La pancreatina se emplea para hidro!izados de pro
teinas. '

- La papaina, para ablandamiento de carnes,

- La bromelina, en el ablandamiento de envolturas de’

salchichas y de carne, al igual que oroteasas microbianas,

-3

H. Productos medicinales:
L
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cina como antihelmfntico, la glucosa oxidasa como indice de
diabetes en la orina, la pancteatina como importante sustan-
cia en la preparacidn de insulina, la pepsina y hemicelulosa

como digestivos. (91).
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l. Otros usoss la pepsina se usa para preparar - -
peptonas y para recuperar la plata de pelfculas fotogréficas
usadas. La pancreatina se emplea en curtirudia de pieles jun
to a la lipasa y papaina, La pancreatina también se usa para
producir peptonas para bacteriologfa,

; En el hilado de fibras, se agrega apresto al almi
dén gelatinizado para que el hilo sea mas liso y fuerte para
el subsiguiente tejido, Antes de tefiirlo o antes de merceri-
zarlo, se elimina el apresto por adicién de bafio de amilasas
y se eliminan &stas por lavado.

; La goma de seda se elimina con papaina o mezclas
de enzimas para que la fibrofna de la seda no se ataque por
proteasas.

- En la industria papelera, se emplean amilasas pa
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 oxfgeno o la glucosa:de la clara de huevo en la produccidn
de mayonesa y de albdmina de huer.

_: La catalasa para eliminar la produccidn de espuma
en la industria hulera y unida a la glucosaoxidasa en alimen-
tos,

- La lipoxidasa en el blanqueo por destruccién oxidan

te de los carotenoides, (43, 64, 76, 91),
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2, Inhibicién de enzimas presentes en los ali -

mentos,

Se realiza por medio de substancias quimicas,como
el caso de los antioxidantes adic’onados para prevenir el obs
curecimiento provocado por la presencia de polifenoloxidasa ,
y'por regulacidon 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 eliminacidn
de enzimas que provocan un precipitado de sales célcicas en...
jugos de naranja por medio del escaldado es otro ejemplo. En“>
el aimacenamiento de alimentos, se emplean bajas temperaturas
para mantenerlos frescos durante un tiempo mayor que si no se

controlara la misma, También se pueden emplear atmbésferas de

gas carbdnico y nitrdgeno en los almacenes de alimentos,(17,43,91)

3. Activacidn de enzimas presentes en los glimentos

Un ejemplo es la activacién de amilasa en la produc
cidn de papas dulces debido a que ayuda en el proceso de cura
do proporcionando al producto la textura deseada. En la pro -
duccidn de jugos de manzana y uva, la activacién de enzimas
pécticas provocakuna clarificacidn exponténea, En el proceso
de malteado, es conveniente la activacién de amilasa. Poe o=

tra parte, en el momento de cortar la cebolla, se activa ««
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2, Inhibicién de enzimss presentes en los ali -

mentos,

Se realiza por medio de substancias qufmicas, como
el caso de los antioxidantes adic’onados para prevenir el obs
curecihiento provocado por la presencia de polifenoloxidasa ,
y‘por regulacién 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 eliminacidn
de enzimas que provocan un precipitado de sales célcicas en
jugos de naranja por medio del escaldado es otro ejemplo. En
el aimacenamiento de alimentos, se emplean bajas temperaturas
para mantenerlos frescos durante un tiempo mayor que si no se

controlara la misma, Tembién se pueden eémplear atmbésferas de

gas carbdnico y nitrdgeno en los almacenes de alimentos,(17,643,91)

3. Activacidn de enzimas presentes en los alimentos

Un ejemplo es la activacion de amilasa en la produc
cién de papas dulces debido a que ayuda en el proceso de cura
do proporcionando al producto ila textura deseada. En la pro -
duccidn de jugos de manzana y uva, la activacién de enzimas
pécticas provoca uné clarificacidn exponténea. En el proceso
de malteado, es conveniente la activacidén de amilasa, Poe o-

tra parte, en el momento de cortar la cebolla, se activa «-
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(ACTIVACION FISICA), la alinasa presente en la misma, contri-

buyendo a aumentar el sabor del mismo, (17,42 91)

L, Medicidn del contenido enzimédtico como indice -

de un proceso, (2,43’78’9],92)

En é&ste caso se pueden mencionar, entre otros, la -
determinacidn de peroxidasa en frutas y vegetales para encon
trar la temperatura Optima de escaldado y como indice de un
buen proceso, La determinacidn de fosfatasa alcalina de la le
che como Tndice de pasteurizacidén y la determinacién de fnvgr

tasa y amilasa como Tndice de madurez de frutas,

B. DESARROLLO DE LOS METODOS

1. Aplicacidn a los alimentos de enzimas comerédiales

e inducidas en el laboratorio.

- Pectinasas (17)
Reactivoss

- Naranjas.

- Solucidn de pectinasa al 1%

- Benzoato de sodio.
Técnica:

Cortar en pedazos 2-3 kg de naranjas, extraer el ju
go y desecharlo, Cortar la piel en piezas de 3 a 5 mm vy colo-

carla en 2 litros de agua hirviendo, Agitar constantemente vy
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mantener a 90°C durante 10 minutos, Enfriar hasta 45°C, Adi-
cionar 6 ml, de solucidn al 1% de pectinasa a la mezcla de -
incubacidn a 45°C agitando constantemente, Después de 2 ho-
rés de incubabién, filtrer la mezcla, El jugo obtenido se pas
- teuriza inmediatamente (3 min. a 85°C) para inactivar las en
zimas, Concentrar el jugo en un bafio a 50°C hasta obtener una
pésta de 50°Brix aproximadamente, Se puede adicionar 1% de «
benzoato de sodio péra evitar el crecimiento microbiano.
Resultados:

El extracto obtenido sirve como agente enturbfante
y estabilizante de refrescos, Es muy estable y no causa pro-
blemas en el producto,

: Invertasa
Reactivos?

Solucidn de invertasa al 1%

1]

Solucidn de sacarosa al 10%

3

Técnica:

Verificar la cantidad de sacarosa presente en 100
ml, de solucién de sacarose al 10% por alguno de los métodos
conocidos, Agregar 5y 10 ml, de solucidn de enzima & sendos
matraces que contengan 100 ml. de sacarosa (10%), Incubar =
65-700C durante 20 minutos, Inactivar la enzima por ebu!licidn
Repetir la operacidn con un testigo sin enzima y determinar la

cantidad de azlGcar invertida en el jarabe,



173

Resul tados:
Reportar los datos obtenidos para la inversidn con
5, 10 m1, y el testigo. Realizar pruebas organolépticas de

los dos jarabes obtenidos y explicar los resultados,

- Amilasas
Reactivos:

- Solucidn de alfa amilasa fungal al 1%,

- Jugo de manzana o pera (verde) extraido en el la-
boratorio,
Técnicas

Realizar pruebas cualitativas de la presencia de al
midén en el jugo de manzana o pera, A 100 ml, del jugo, adi -
cionarie 10 ml, de la solucidn de enzima y mantener a 50°¢C y
pH L, Inactivar la enzima calenténdo a 87°C durante 5-7 mi-
nutos, Dejar enfriar y determinar cualitativamente la presen-
cia de almiddbn residual o la ausencia total del mismo, Reve -
tir la operacidn con un testigo sin enzima,
Resultados:

Se observard la eliminacidén de turbidéz en el jugo
debida a la hidrdlisis del almidén, Explicar los resultados

con bases bioquimicas,
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- Proteasa: (87p,87E)

Reactivoss

- Solucidn de proteasa bacteriana al 1% pH 7

= Solucidn de cerveza sin clarificar
Técnicas

. A 100 ml, de la cerveza sin clarificar, llevarlos

a 50°¢C y adicionar 10 ml. de la solicibn de eizima dejandé
fncubar a dicha temberat'ra d rante 30 minutos aproximada -
mente o el tiempo necesario para que se forme n precipitado
de los sblidos e suspensidn presentes en la cerveza siy cla
rificar. Separar el precipitado formado por medio de filtra =«
cidn o decantacibn, Llevar la solucibn clarificada a refri =-
geracidn para verificar que no se forma el precipitado, Hacer
la prueba con un testigo sin enzima,
Resul tadoss

Comparar los restltados obtenidos con ina cerveza =
comercial, Reportar los valores organolépticos encontrados en

la muestra comercial y la redlizada en el laboratorio,

2, Inhibicidn de enzimas presentes en los alimentos

asad (7,_”

Reactivoss
= Solucidn de guavacol (acuosa) al 2% o al 10% en -

acetona,
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- Solucidn de agiLa oxigenada al 10%
Técnicas .

Extraer 200 ml, de jigo de manzana, A 5 tubos de epn
saya con 2 ml, de jugo de manzana cada uno mantenerios a tem-
peraturas de 70,75,80,85 y 90°C durante 5 minutos, después de
los cuales se afiadirdn 2 ml, de la solucidn de guayacol y 5- -
gotas de agua oxigenada, Los tubos fueron enfriados previamen
te, Agitar y observar la presencia de coloracidn parda en -
algunos de ellos,

Resultadoss

La presencia de coloracidn obscura indica una prue
ba positiva de peroxidasa, Reportar a que temperatura la prue
ba es negativa, lo cual indicard la temperatura de escaldado
durante 5 minutos, Esta pfueba sivve como Tndice de escaldado
y para determinar el tiempo y la temperat(ira 8ptimos para éste

proceso,

3. Activacidn de enzimas presentes en los alimen-

tos,

- Lipasa y lipoxigenasa

Reactivoss

Granos de trigo

Algoddn

= Agua
-Fragcos de boca ancha

~ Charolas de aluminio,
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Técnicas

Colocar los granos de trigo ey las charolas humede
ciéndolos periddicamente y manteniendolos a BOOC aproxima -
damente por un perfodo de tiempo de & a 7 dfas, para activar
la 1ipasa lipoxigenasa y amilasa presentes en ellos. Una vez
transcurrido el tiempo de malteado, colocar las charolas en
la estufa a 40-500C durante 1 hora o el tiempo necesario pa-
fa que se sequen cuidando de que no se quemen, Moler los granos
para obtener uvna harina, Repetir la moliende con granos que -
no hayan sido previamente germinados los cuales se tomarén =
como testigo, Debida a la accidn de la lipasa sobre los - -
pridgs, la lipoxigenasa sobre el glGten y la amilasa sobre
los almidones, se podrd obtener un pan con caracterfsticas de
extensibilidad y retensidn de CO2 apropiadas, debido al entre-
cruzamiento de las fibras de glliten. Elaborar un pan con las-
dos harinas empleando la misma formula y las mismas condicio-
nes para ambos ,
Resultadoss

Comparar la calidad de los panes obtenidos con harj
na de trigo premalteada y sin maltear, Comentar los resulta -

dos,
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L, Medigién del contenido enzimitico como tndice -

de un proceso,

- Fosfatasa alcalina de la leche (7 71

Reactivoss

- Solucidn de sosa 0,IN

. Solucidn alcohdlica de fenolftalefna al 1%

- Solucién amortiguadora de Na2C03~NaHCO3 (pH9.65)3
Disolver 3.5 g de NapC03 anh, y 1.5 de NaHCO3; en agua destila
da y llevar a 1 litro en matréz volumétrico, Ajustar pH,

= Solucidn de substrato amortiguados Disolver 0,5g
de fenilfosfato disbédico en agua, adicionar 25 ml, de solucién
amortiguadora y diluir hasta 500 ml, en matrdz volumétrico,

~ Reactivo CQCs Disolver 30 mg. de 2.6 dicloroquino-
na cloroimida en 10 ml de etanol absoluto, guardar eh frazco -
ambar y en refrigeracidn; sblo debe abrirse cuando se encuentre
a temperatura ambiente para evitar condensacidn de la humedad.

; Soluctén catalizadoras disclver 50 mg de sulfato -
de cobre en 25 mi, de agua destilada, Colocarla en un frazco
gotero,

= Solucidn de alcohol N butflico neutralizado con
NaOH O0,1IN, Comprobar su neutralidad agitando 5 ml, de alcohol
con 5 ml, de agua y determinar el pH en la fase scuosa,

=Soluciones testigo estables de fenol,
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- Leche bronca sin pasteurizar

- Leche pasteurizada,
Técnicas

Rotular 2 tubos de ensayo como leche bronca y 2 tu
bos como leche pasteurizada. Colocar en cada tubo 5 ml, de so
lucién de substrato amortiguado y 0,5 ml, de la muestra de le
che correspondiente, Tapar los tubos con tapdn de hule libre
de fenol y mezclar sﬁs contenidos por inversibn (se corre un
blanco sin adicionar leche), Incubar en bafio a 40°C durante
20 minutos, Pasado este tiempo, adicionar a cada tubo 10 go-
tas de reactivo CQC y L gotas de la solucidn catalizadora, -
Tapar, mezclar por inversidn e incubar por 10 minutos o mas
a la misma temperatura, Enfriar los tubos con agua corriente
hasta temperatura ambiente y adicionar a cada tubo 3 ml, de
butanol neutralizados mezclar bien y dejar separar las fases
Comparar el color desarrollado en la fase butandlica (supe -~
rior) con la curva patrdn para calcular el contenido de fos-
fatasa en cada muestra,

Correr una curva patrdn con soluciones de fenol
a diferentes goncentraciones repit?endo los mismos pasos que
para el problema.
Resultadoss

La aparicidn de color similar a alguna concentracidn
de la curva patrdn indica una prueba positiva de fosfatasa al-
calina, Comentar los resultados obtenidos para leche bronca y

para leche pasteurizada,
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CUESTIONARIO

1. §Qué factores hay que tomar en cuenta para de-
cidir si es necesario el uso de una enzima en un alimento de
terminado?

2, En la produccidn de jugo y puré de tomate. ; Rea
lizarfa una activacién o una inhibicidn de las enzimas pécti_
cas? ¢ Por qué?

3. ¢Qué tipo de enzima usarfa como Indice de la ve
jez en.un pescado?

L, ; Qué uso potencidl tiene la celulasa en la In -
dustria Alimentaria?

5. ¢ Podrfa usarse la papaina como fndice de maduréz
en la planta de papaya? ¢ Por qué?

6. ¢ Podria usarse la determinacidn de invertasa

como Tndice de maduréz en la. cafia de azlcar?

OBSERVACIONES

Se deben tomar en cuenta todos los factores que afec
tan a las enzimas y a la calidad del alimento (presencia de -
activadores e inhibidores, temperatura, pH de actividad y es-
tabilizacidn, asi{ como el tiempo que desea conservar el ali-
mento y el tipo de envase y almacén requerido), También se de
ben emplear sustancias permitidas para la Industria Alimenta-

ria.
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v. -DISCUS |ON

El disefio y desarrollo de précticas para implemen-
tarse en el programa de Enzimologia, trata de cubrir aspec
tos geﬁerales de los temas que se consideran de importancia
en el estudio de cualquier enzima utilizada en la Industria
Alimentaria desde el punto de vista didactico y tecnoldgico.
Para su planeacidn, se han tomado en cuenta entre otros fac-
tores, las teorfas y técnicas de ensefianza-aprendizaje; los
recursos disponibles en el laboratorio, el tiempo; el conte
nido de la materia que comprende el estudio analitico de las
enzimas, éu obtencidén microbiana y el disefio de sus poéibles

aplicaciones en la industria,

En el aspecto acad&mico se han considerado los pro
gramas de las materias sque deberfian ser pre- requisitos pa
ra la ejecucidn de las précticas (principalmente.Microbfolo-
gia, Bioquimica y Ffsicoqufmica), evitédndose la repeticidn -
de temas y tomando éstas materias como el nivel inicial para

el curso de Enzimologfa.

o

EFrn u n es un fac-
£ ! es Y Tagc

i v

w

ta de Lo una buena
ta ae ur a

gue a ramaci

nt
a2 buena pi
tor dindmico que debe periddicamente revisarse, evaluarse y-
actualizarse en el aspecto cientifico, se considerd importan

. s

te la revisidn de los cambios realizados al programa en cur-

sos anteriores, manteniéndose en el presente los aspectos po



182

sitivos y tratando de superar las dificultades surgidas, El
presente disefio se ha hecho siguiendo los mismos lineamien-

tos de cursos anteriores,

E1 grado de complejidad de los temas seleccionados
es progresivo, Las précticas, se distribuyen en tfes ciclos:
mﬁo de identificacién y anélisis.qufmico, otro de obtencidn
microbiana y el G1timo de aplicaciones a la industria, de ma
nera que se interese al alumno en el estudio de lTa materia.
Se considera que de ésta forma se cubren aspectos (tiles al
profesionista que empliee 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 seléccionados tienen relacidn con las in
dustrias que se dedidquen a obtener, conservar y esfabi]izar
enzimas, y con las que procesen alimentos en los que sea im
portante considerar factores de activacidn, inhibicidn y adi

cidn de enzimas,

Para el mejor trabajo de los alumnos en el labora
torio, se sugiere proporcionarles un folleto de précticas que
conste de la presentacidén de las mismas; distribucidén del tiem
po durante el semestre; metodologfa de trabajo semana a sema-

nas cuadros de informacién general (microorganismos, enzimas
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sustratos y aplicaciones), los cuales estén hechos sin la in
formacidn completa para que el alumno se interese por la ma-
teria y por la blsqueda del material de ayuda para la ejecu-
cién de las précticas, ademés de que aprenda a manejar la in
formacidén de manera conciza y le ayude a estudiar, Por Glti-~
mo, las précticas de laboratorio con sus bases tebricas, ob-
jetivos, fundamentos, discusidén de técnicas y métodos proba-
bles a utilizar, referencias bibliograficas y cuestionarios-
que servirén para evaluar el trabajo realizado por el alumno

completarian el folleto sugerido,

Se considera importante que el alumno conozca de an
temano los objetivos, el trabajo a realizar y el contenido de
la materia para organizarse de acuerdo al programa estableci-

do,

El método sugerido es trabajar en equipo con discu
siones periddicas en las que se resuelvan dudas 9 se organice
el trabajo posterior para que el alumno aplique su criterio -
en el desarrollo de las précticas con la asesoria y apoyo de-
su profesor; de éste modo, se conocen en realidad los probla-
mas que se le plantean al estudiante en el desarrollo del =--

progirama y s€ puede oringar una asesor

***** a eficiente tanto de=
conocimientos como de distribucidn del -tiempo para efectuar-

las précticas.
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Serfa de utilidad la elaboracién de tablas de resul
tados de todos los equipos para hacer comparaciones en cada-

sesidn de clases,

Se sugieren métodos de evaluacidn de los alumnos -
por medio de discusiones, observacion del trabajo en el labo
rétorio, reportes, exémen escrito y oral, asi como la evalua-
cidén del programa por medio de pruebas con grupos piloto ana-
lizando todos los factores que afectan el buen funcionamiento

del mismo,

Por Gltimo se sugiere realizar visitas a industrias
proyectar peliculas y otras actividades similares de temas rg

lacionados con la Enzimologia,
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N CONCLUS | ONES

Algunas de las desventajas que se observan en &ste-

trabajo y que pueden ser mejoradas se dan a continuacidns

El estudio de las enzimas, se enfoca de una manera
cualitative debido al poco tiempo del que se dispone en el se
. mestre, a‘'la escacés de equipo de laboratorio y a que el alum
no tiene su tiempo saturado por el trabajo de otras materias,
Un programa con demasiadas pruebas cuantitativas implicarfa

mayor dedicacidn y abandono de otros estudios,

Otra desventaja es que no §e ha podido adaptar la
obtencidn de enzimas vegeté]es y animales al laboratorio por
las dificultades que se tienen en su extraccidn ya que las ve
geta]és dependen de é&pocas de cosecha y zonas productoras, vy
las animales, necesitan sistemas de refrigeracibn para mante-
ner la actividad enzimitica en la viscera durante su transpor
te desde el rastro hasta el laboratorio, Esto se tratd de su-
perér considerando el estudio de enzimas de orfgen animal vy
vegetal, proporcionadas por casas comerciales, De &sta mane <
ra

, el alumno las conoce y aprende a analizarlas aunque no' las

pueda extraer en el laboratorio.

Algunos temas como los de purificacibn y estabiliza
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cidn de enzimas no se pueden tocar con mas orofundidad por el
momento ya que los materiales necesarios para la elaboracidn
de éstas précticas son caros, aunque se considera, que hacién

do investigaciones, se pueden encontrar y aplicar otros méto-

dos y materiales de menor costo.

La identificacidén de enzimas por su orfgen es otro -
de los temas de intérés que no se toca en éste programa y que.
puede ser de gran Iimportancia para detectar adulteraciones en
enzimas comerciales,

Es importante aumentar los ejemplos de andlisis rea:
lizados en la industria ya que van a servir para la formacidn
del profesionista,

El nGmero de précticas seleccionado y el tiempo -
empleado en cada una de ellas, se ha tratado de distribuir de
manera homogénea y se consideran existentes las condiciones
favorables para su realizacidn en un semestres aunque muchas
de ellas no fueron probadas completamente en el laboratorio
por que &sto implicaba por un lado mucho tiempo invertido y
por otro los resultados no serian los mismos que cuando se
realizaran con alumnos, se hace notar la gran importaxcia de
poner a prueba en un grupo piloto, las préacticas sugeridas y
realizar los ajustes necesarios antes de implementarlas al :

programa para asi poder evaluar los resultados reales,
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Para disemar y desarrollar las précticas, se asis-
tid a un Curso de Didéctica General, impartido por la Licen-
ciada Pilar RodrTguez Mufibz de Cote, en el Centro de Investi-
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
Gfaduados e Investigacifn en Alimentos de la Escuela Nacional

de Cientias Bioldgicas del I,P.N,

Por otra parte, se solicité en casas comerciales, -
muestras e informacidn de enzimas, todo le cudl fué donado al
Laboratorio del Area de Alimentos de la Facultad de Quimica
de-ia U,N,A M, para que sirva de material de apoyo en el de-
sarrollo de las Pr3cticas de Enzimologfa Aplicada a los Alimen

tos,

La revisién de programas de materias cientfficas,
debe contemplar su actualizacién y la aplicacidn de nuevos
métodos y técnicas para lograr el propbsito de la engefianza
superiors fosmar individuos con ética profesional y capacidad

para resolver los problemas de la Industria,
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