FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUfMICA
Asignatura: Bioquimica II
Ciencias de la salud

@ Titulo practica de laboratorio:
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA AMILASA

@©-0BIETIVOS
Generales:

Xx* Determinar la actividad catalitica de la amilasa salival e identificar algunos factores que afectan la
actividad de la enzima.

Especificos:

X+ Comprobar el efecto de la temperaturay el pH sobre la actividad de la amilasa salival.
X Verificar la especificidad de la actividad enziméatica de la amilasa sobre un sustrato.
X Determinar el efecto inhibitorio del AgClen la actividad enzimatica de la amilasa.

x> Comprender el papel de la amilasa salival en los procesos fisiolégicos.

€©-REFERENTES CONCEPTUALES

Como referentes conceptuales los estudiantes deberan consultar los siguientes topicos:

¢ Actividad enzimatica.

« Clasificacion de las reacciones enzimaticas.

« Factores que afectan la actividad de las enzimas (Temperatura, pH, inhibidores).
¢ ;Quésony que funcidn tienen los cofactores y las coenzimas?

e Funcion de las amilasas, sitios de accion en el cuerpo humano.

 Activadores e inhibidores de las amilasas.

@-MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Materiales y equipos Reactivos

2. Beaker de 250 mL. 1 Cubeta con hielo.

1. Beaker de 50 mL. Cloruro de sodio 0,9%

1. Probeta de 50 mL. Reactivo de Benedict.

20. Tubo de ensayo refractario. Reactivo de Lugol.

1. Gradilla para tubos de ensayo. Almidén 0,05 % (en NaCl 0,9%).
3. Pipeta graduada de 10 mL. Sacarosa 2%.

1. Plancha de calentamiento. Cloruro de plata 1%.

1. Pipeteador. Buffer fosfato 0,5 M pH: 6,8.

1. Espatula. Buffer citrato 0,5 M pH: 3,5.

1. Balanza digital. Buffer Bicarbonato 0,5 M pH: 9.
1. Termémetro.

Materiales que debe traer el estudiante

1 Marcador indeleble « 2. Vasos desechables
Papel de cocina » 1. Sobre de levadura para panaderia
1. Crondmetro
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©-PROCEDIMIENTO
1. Obtencion de la amilasa salival

Antes de recolectar la saliva que contiene la enzima amilasa, enjuagar la boca dos veces con solucion salina
0,9%. Tome una pequeiia cantidad de solucién salina al 0,9% y realice movimientos de masticacion para
estimular la salivacion, recolecte la saliva producida en un vaso desechable. Tenga en cuenta que debe recolectar
entre 20 y 30ml de saliva. Mantenga la saliva en un bafio de agua con hielo para utilizarla en los siguientes
experimentos.

2. Influencia de la temperatura sobre la actividad enzimatica

Tome tres tubos de ensayo, enumérelos del 1 al 3 y vierta en cada uno 1 mL de buffer fosfato pH 6,8 y 2 mL de
saliva (amilasa). Hervir el tubo 1 durante 5 min. en bafio maria.

Afadir en todos los tubos de ensayo 4 mL de disolucién de almidon.

Colocar los tubos de ensayo 1y 2 en el bafio Maria a 37°C, durante 20 min. e incubar el tubo de ensayo 3 en
hielo durante 20 min.

Al transcurrir este tiempo, vierta la mitad del contenido de cada tubo a tubos nuevos marcandolos con el
nlmero correspondiente.

A uno de los tubos de ensayo se le aflade 0,5 mL del reactivo de Lugol y se incuba la reaccién a temperatura
ambiente durante 2 min. Al otro tubo se le aflade 1 mL de reactivo de Benedict y se calienta la mezcla en
bafio maria en agua hirviendo durante 3-5 min.

Observe los resultados del experimento, registrelos en la tabla, analice y saque conclusiones.

Tubo No. Reactivo de Lugol Reactivo de Benedict

3. Influencia del pH sobre la actividad de las enzimas

Tome tres tubos de ensayo, enumérelos del 1 al 3, en el tubo 1 vierta 1 mL de buffer fosfato pH 6,8, en el
segundo tubo 1mL buffer citrato pH 3,5y en el tercer tubo 1mL de buffer bicarbonato pH 9,0.

Anada en cada tubo 2 mL de saliva (amilasa) y 4 mL de disolucién de almidon, se mezcla y se incuba durante
20 min en bafio Mariaa 37°C.

Al transcurrir este tiempo, la mitad de la reaccion se transfiere a otro y se realizan las pruebas de Lugol y
Benedict.

Observe los resultados del experimento, registrelos en la tabla, analice y saque conclusiones.

Tubo No. Reactivo de Lugol Reactivo de Benedict
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4. Especificidad de las enzimas

« Activacion de la enzima sacarasa: Pese 5 g levadura y viértala en 25 mL de agua de la llave, disuélvala
completamente y afore con agua de la llave hasta 50 mL.

e Margue 4 tubos de ensayo del 1-4. Vierta en los tubos 1y 2, 4 mL de disolucion de almidon, en tubos ensayo 3
y 4, 4mLde disolucion de sacarosa.

« Enlostubos de ensayo 1y 3 se afiaden de 2 mL de saliva (amilasa) y en los tubos de ensayo 2 y 4, de 0.5 ml de
la solucion de levadura que contiene la enzima sacarasa.

» Mezclar el contenido de los tubos de ensayo e incubar durante 20 min en bafio Maria a 37°C. Posteriormente,
adicione 2-3 gotas del reactivo de Lugol en los tubos de ensayo 1y 2 permitiendo que la reaccion se lleve a
temperatura ambiente; a los tubos de ensayo 3y 4 agregue 1 mL de reactivo de Benedict y caliente la mezcla
en bafio maria como se indic6 en el primer experimento. Observe los resultados y registrelos en la tabla,
analice y saque conclusiones.

Tubo No. Reactivo de Lugol Reactivo de Benedict

1

5. Inhibicion de la actividad enzimatica

e En un tubo de ensayo colocar 500 pL de AgCly adicionar 2 mL de amilasa salival; en otro tubo de ensayo
colocar 2 mL de la enzima, incube a temperatura ambiente durante 20 min.

 Adicionar a cada tubo 2 mL del Buffer fosfato pH: 6,8, y 4 mL de disolucion de almidén, mezclar e incubar
durante 20 min en bafio Mariaa 37°C.

« Trasvasar la mitad del contenido de cada uno de los tubos a tubos limpios y secos. Realizar los ensayos de
Lugoly Benedict como se indicé en los pasos anteriores.

@-PREGUNTAS DE PROFUNDIZACION

1. Investigar las caracteristicas de la sacarasa de levadura: condiciones 6ptimas de actividad, activadores,
inhibidores, c6digo enzimatico.

2. ;Qué funcién einfluencia tiene elioén Clen la actividad de la amilasa?

. ¢Para qué se determina amilasa en sangre y orina, que diagnostico se establece?

4. ;Como es el mecanismo de accion y que tipo de inhibicion realiza el Ibuprofeno, cuando actia como
antiinflamatorio?

w
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